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Resumo

No presente trabalho, tivemos como objetivo o estudo das interagdes de porfirinas com
sistemas de interesse bioldgico, visando aplicagbes no transporte de farmacos e aplicacao
fotodinamica. Foram avaliadas as interacGes das porfirinas anibnica meso-tetrakis(p-
sulfonatofenil)porfirina (TPPSs) e catidnica meso-tetrakis(4-metil-piridil)porfirina (TMPyP)
com albumina de soro bovino (BSA), anticorpos, DNA e nanoparticulas biocompativeis de
maghemita. Para obter as constantes de ligacdo e parametros termodinamicos foram
empregandas as técnicas espectroscopicas de absor¢do UV/vis e fluorescéncia. As constantes
de ligacdo indicam uma maior afinidade da porfirina TPPS4 pelas proteinas em comparacéao
com a TMPyP. Os parametros termodindmicos mostraram que as interacOes eletrostatica e
hidrofobica mediam as inter¢des da BSA com as porfirinas TPPSs e TMPYP, respectivamente.
Por outro lado, a natureza das interacbes das porfirinas com anticorpos apresentam um
comportamento oposto ao observado para a BSA (eletrostatica para TMPYP e hidrofobica para
a TPPS,), indicando que o local de ligagéo da porfirina TMPyP nos anticorpos, provavelmente,
possui uma carga liquida negativa. Na interacdo da porfirina TPPS4 com a nanoparticula de
maghemita, além de obter os parametros de ligacdo da interacéo, foi possivel estimar o niUmero
de 21 porfirinas acopladas em cada nanoparticula. Com relacéo a interacdo do DNA com as
porfirians TPPS4, TMPyP e seus complexos com zinco, foi observado que a ZnTMPyP possui
maior afinidade pelo DNA que a TMPyP, enquanto que a TPPS4 e ZnTPPS4 ndo se ligam ao

DNA, o que explica os resultados de fotodegracdo do DNA por essas porfirinas.

Palavras-chaves: Terapia fotodindmica, Porfirinas, Biomoléculas, Interacdo



Abstract

The purpose of this work was to study the interactions of porphyrins in systems of
biological interest aiming at drug transport and photodynamic applications. Interactions of
anionic meso-tetrakis(p-sulphonatephenyl) porphyrin (TPPS4) and cationic meso-tetrakis (4-
methyl-pyridyl) porphyrin (TMPyP) porphyrins with bovine serum albumin (BSA), antibodies,
DNA and biocompatible nanoparticles of maghemite were evaluated. To obtain the binding
constants and thermodynamic parameters, spectroscopic UV/Vis absorption and fluorescence
techniques were used. Binding constants indicate a higher affinity of porphyrin TPPS4 for
proteins compared to TMPyP. Thermodynamic parameters showed that electrostatic and
hydrophobic interactions mediated the BSA interactions with the porphyrins TPPSs and
TMPyP, respectively. On the other hand, the nature of porphyrin-antibody interactions shows
a behavior opposite to that observed for BSA (electrostatic for TMPyP and hydrophobic for
TPPS,), indicating that the binding site of porphyrin TMPyYP in the antibodies is likely to have
a net negative charge. In the porphyrin TPPS4 interaction with maghemite nanoparticles,
besides obtaining the binding parameters of the interaction, it was possible to estimate the
number of 21 porphyrins coupled in each nanoparticle. Regarding the interaction of DNA with
the porphyrins TPPS4, TMPyP and its complexes with zinc, it was observed that ZnTMPyP has
higher affinity for DNA than TMPyP, whereas TPPS, and ZnTPPS,4 do not bind to DNA, which

explains the results of photodegradation of DNA by these porphyrins.

Keywords: Photodynamic Therapy, Porphyrins, Biomolecules, Interaction
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Capitulo 1 : Introducao

1.1. Justificativa

Este trabalho, teve como foco dois dos principais temas de pesquisas na area de terapia
fotodinamica: interacdo de fotossensibilizadores (porfirinas) com sistemas de interesse
bioldgico (macromoléculas e nanoparitulas magnéticas) e a avalicdo do potencial fotodindmico
de porfirinas em sistemas biolégicos.

Uma melhor compreensdo da farmacocinética ou da atividade citotoxica de farmacos
fotossensibilizadores deve passar, invariavelmente, por estudos de interacdo desses compostos
com macromoléculas biologicas e/ou com sistemas macromoleculares sintéticos de interesse
bioldgicos [1], [2]. Entender como fotossensibilizadores interagem com macromoléculas tais
como nanoparticulas magneticas, DNA, imunoglobulinas (anticorpos) e albuminas (proteinas
do soro do sangue responsaveis por transportar varios tipos de moléculas pelo organismo) pode
contribuir para o sucesso do uso desses compostos em terapia fotodinamica.

Atualmente, existe um interesse crescente por sistemas capazes de direcionar farmacos
para alvos especificos dentro do organismo (drug delivery systems) [3]. As macromoléculas
biologicas vém ganhando destaque dentro deste cendrio, pois diversos sistemas de entrega
dirigida de farmacos tém sido construidos com base nessas biomoléculas. As albuminas, por
exemplo, devido a sua alta capacidade de se ligar a diversos tipos de farmacos, tém sido
utilizadas com sucesso na fotomedicina do cancer como sistema de transporte de farmacos,
inclusive porfirinas, aumentando o acumulo especifico dos farmacos em tumores [4], [5].

Outras biomoléculas que tém despertado interesse, por se mostrarem poderosos sistemas
de entrega dirigida de farmacos, sdo os anticorpos [6]. A especificidade dos anticorpos para
determinados alvos tem sido utilizada como uma estratégia para direcionar farmacos para locais
especificos do organismo [6]. Neste contexto, estudos de interacBes de anticorpos com

fotossensibilizadores, como as porfirinas, tem ganhado destaque, pois 0s anticorpos podem ser,
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de fato, uma alternativa interessante para o problema da auséncia da afinidade especifica com
alvos desejados que vérias porfirinas apresentam.

Ainda dentro do contexto das estruturas carreadoras de farmacos, as nanoparticulas
magnéticas tém apresentado grande potencial para aplicagdes em bionanotecnologia e
nanomedicina [7]. As nanoparticulas magnéticas vém sendo utilizadas como sistemas de
entrega de farmacos, inclusive fotossensibilizadores [8], [9]. Além de constituirem sistemas de
entrega de farmacos, as nanoparticulas magnéticas também séo utilizadas em um modalidade
terapica contra o cancer conhecida como hipertemia magnética [10], [11]. Nesta terapia, as
nanoparticulas, apds se acumularem no tecido alvo, sdo submetidas a um campo magnético
alternado externo promovendo um aumento na temperatura local, e consequentemente a morte
do tecido. Dessa forma, sistemas multimodais com base no acoplamento de nanoparticulas com
porfirinas tem sido propostos, com o objetivo de reunir, numa mesma plataforma, funcGes
terapéuticas e diagndsticas (associadas com a emisséo fluorescente dos fotossensibilidadores),
a chamada terandstica. Além disso, a obtencdo da tais sistemas pode permitir 0 uso combinado
das terapias fotodinamica e hipertermia magnética, aumento o dano ao tecido alvo em relacéo
a aplicacdo dessas terapias isoladamente.

Recentemente, as pesquisas na area de terapia fotodindmica estdo concentradas, no
desenvolvimento de novas moléculas fotoativas, de sistemas carreadores dessas moléculas e na
compreensdo da acao fotodinamica causada pelos fotossensibilizadores em sistemas bioldgicos.
Como serd discutido com mais detalhes no corpo deste trabalho, a acdo fotodinamica,
provocada pelas moléculas fotossensibilizadoras, esta fundamentalmente relacionada a geracao
de uma espécie reativa de oxigénio capaz de causar danos em sistemas bioldgicos: o oxigénio
singlete. Neste contexto, técnicas de quantificacdo do rendimento de producdo de oxigénio
singlete por moléculas fotoativas, e avaliacdo do potencial de ataque fotoquimico dessas

moléculas a sistemas bioldgicos, ganham destaque.
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Dentre os muitos alvos para as espécies reativas de oxigénio no interior da célula, a
molécula de DNA, se destaca como um dos principais. O DNA é um alvo para diversos tipos
de farmacos, inclusive os utilizados no tratamento do céncer. Os danos provocados a0 DNA
por esses farmacos sdo responsaveis por induzir a morte da célula, geralmente por apoptose
(morte programada da célula). Dessa forma, entender como um fotossensibilizador produz
danos ao DNA é parte obrigatoria para o uso efetivo dessas moléculas em terapia fotodinamica.
O presente trabalho de doutoramento é uma continuidade dos estudos iniciados no
mestrado, quando foram avaliados alguns parametros associados a ligacdo de anticorpos
reativos a herpes virus bovino com as porfirinas meso-tetrakis(p-sulfonatofenil) (TPPS4) e
meso-tetrakis(4-metilpiridil) (TMPyP). No doutorado, ampliamos nossos estudos para as
interacdes dessas, e outras porfirinas, com diversos sistemas macromoleculares (albuminas,
nanoparticulas e DNA), onde avaliamos parametros termodinamicos, que revelam com maior
clareza a natureza das interac6es. Os estudos das interac@es feitos no mestrado, também foram
revisitados no doutorado, onde obtivemos a natureza das interagdes por meio dos parametros
termodinamicos. Além das investigacdes sobre as interacdes, fizemos também, avaliagdes do
potencial fotodindmico de varias porfirinas, por meio de medidas de rendimento quantico de
formacdo de oxigénio singleto, fotodegradacdo de DNA, além de testes in vitro da inativagédo
fotodinamica de microrganismo (virus e bactérias), que foram realizados em parceria com a
equipe Prof. Dr. Guilherme Rocha Lino de Souza, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias.

Esta tese esta organizada em capitulos, de tal forma que, no presente capitulo estdo as
motivacGes bem como o0s objetivos desse estudo. No capitulo 2, estdo as bases tedricas que
fundamentam este trabalho. O capitulo 3, apresenta as investigacdes das interacdes das
porfirinas TPPS; e TMPyP com albumina de soro bovino e anticorpos. No capitulo 4
apresentamos os estudos de interacdo da porfirina TPPS4 com a nanoparticula magnética de

maghemita. No capitulo 5 foram feitos estudos de interacdo das porfirinas TPPS4, TMPYP e 0s
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seus complexos com zinco com DNA, além da avaliacdo do fotodano promovido pelas
porfirinas a essa biomolécula. Em anexo a este trabalho estd um estudo envolvendo algumas
caracterizacdes fotofisicas e fotoquimicas de duas porfirinas tetra-rutenadas (a meso-tetra(4-
piridil{bis(2,2’-bipiridina)clororuténio(ll)})porfirina - RuTPyP e a meso-tetra(4-
piridil{bis(2,2’-bipiridina)clororuténio(ll)})porfirinatozinco(lll) - ZnRuTPyP), e os testes de
potencial fotodindmico antimicrobiano contra Salmonella como uma aplicagdo de terapia
fotodinamica in vitro. Por fim, fizemos algumas consideragdes finais e um breve memorial dos
artigos publicados e trabalhos apresentados, que foram desdobramentos dos estudos aqui

apresentados.



1.2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral o estudo das interagdes de porfirinas
hidrossollveis (a porfirina aniénica meso-tetrakis(4-sulfonatofenil) - TPPS, e a catidnica meso-
tetrakis(4-metilpiridil) - TMPyP) com moléculas de interesse bioldgico (albumina de soro
bovino, imunoglobulinas, nanoparticulas magnéticas e DNA plasmidial). Este estudo foi

realizado empregando as técnicas espectroscopicas de absor¢do UV/vis e fluorescéncia.
Como objetivos especificos podemos destacar:

1. Avaliar as afinidades das porfirinas TPPS4 e TMPyYP com duas proteinas do sangue (albumina
e imunoglobulina) através das constantes de ligacdo, obtidas por meio da técnica de supresséo
de fluorescéncia, e estabelecer comparacOes entre essas afinidades em fungdo das cargas das

porfirinas.

2. Investigar a natureza das interagdes intermoleculares das porfirinas TPPS4 e TMPyP com as
proteinas atraves da obtencdo dos parametros termodinamicos, e entender como as cargas das

porfirinas se relacionam com essas interacdes.

3. Estudar a interacdo da porfirina TPPS4 com a nanoparticula magnética de maghemita através

de espectroscopia de absoracdo UV/vis e de fluorescéncia.

4. Avaliar as interacbes das porfirinas TPPSs e TMPyP com DNA plasmidial, através de
técnicas de absorcdo UV/vis, e investigar como a inser¢do do zinco no anel central dessas

porfirinas afeta as afinidades com essa biomolécula.

5. Investigar o potencial fotodinamico das porfirinas TPPS4 e TMPyP contra 0 DNA através da
técnica de eletroforese, e entender como a presenca do zinco no anel central dessas porfirinas

afeta o potencial de fotodano ao DNA.



Capitulo 2 : Topicos teoricos

2.1. Terapia fotodinamica

Um ramo da medicina moderna que vem ganhando destaque nos Gltimos anos é a
fotomedicina, que consiste na utilizagdo da luz no tratamento de patologias. Comumente, se
diferenciam trés tipos de tratamentos com a luz: fototerapia (somente o uso da luz),
fotoquimioterapia (uso da luz associada a compostos quimicos que absorvem luz UV/Vis ou IV
préximo) e Terapia Fotodindmica (PDT — Photodynamic Therapy) que, além compostos
fotossensibilizadores (FS), requer também a presenca do oxigénio molecular [12]. A fototerapia
data dos primordios das civilizagfes, no entanto, permaneceu praticamente esquecida por
muitos seculos e so foi redescoberta no inicio do século XX [13].

Em 1900, Oscar Raab foi o primeiro a observar os efeitos toxicos de acridina em
parameércios sob irradiacdo luminosa [13]. As tentativas pioneiras de aplicacdo de PDT para
tratamento de tumores foram realizadas em 1903 pelo grupo de von Tappeiner, no qual Raab
era estudante. Apos esses primeiros testes, a PDT ficou praticamente esquecida durante varias
décadas devido ao surgimento de antimicrobianos muitos eficazes na chamada “Era dos
Antibidticos”. No entanto, com aparecimento recente de bactérias resistentes a antibioticos e a
busca por terapias alternativas contra o cancer, o efeito fotodinamico tem ressurgido como uma
alternativa promissora para esses males [12]. Hoje, especialistas da area de salde, conhecem e
usam o efeito fotodindmico para tratamentos de diversas doengas, tais como cancer, ceratoses
actinicas, [14] bem como contra microrganismos como fungos, bactérias, virus, dentre outros
[15]. Os avancos recentes na utilizacdo da acdo fotodindmica tem sido cada vez mais
impulsionados pelo desenvolvimento de novas fontes de luz, FS mais eficazes e sistemas de

entrega de farmacos que melhoram a distribuicdo dos FS pelo organismo [4], [5].
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De uma forma geral, a acdo fotodindmica consiste na combinagdo de uma molécula
fotossensibilizadora, oxigénio molecular (abundante em sistema biol6gico) e luz na regido do
visivel ou até o infravermelho proximo. O mecanismo da a¢do fotodindmica pode ser explicado
através dos processos fotofisicos e fotoquimicos decorrentes da absor¢do luz que serdo

apresentados na proxima secao.

2.2. Fotofisica de uma molécula tipica

O ponto de partida para entender os mecanismos envolvidos na atividade fotodinamica é
conhecer os processos fotofisicos associados as moléculas fotossensibilizadoras. Para isso,
consideremos o diagrama de niveis de energia apresentado na Figura 1, também conhecido
como diagrama de Jablonski, que mostra o estado fundamental singleto (So) do composto
fotossensibilizador, dois estados excitados singletos (S1 e Sz) e um estado excitado tripleto (Tq).

No equilibrio termodinamico, as moléculas se encontram no estado singleto fundamental
So. Apos a absorgéo de um foton de energia apropriada, esta molécula sofre uma transicéo para
algum estado excitado, S; ou S;. Uma vez no estado S, por exemplo, a molécula sofrera uma
transicdo isoenergética para o estado Si1, conhecida como conversdo interna (CI), e em seguida,
perdera parte do excesso de energia por relaxacéo vibracional, até atingir o nivel mais baixo do
estado Si. A partir do estado S1 a molécula podera relaxar por trés vias:

1. Retornar ao estado fundamental Sp por processo radiativo, através da emissdo
fluorescente;

2. Retornar a So por converséo interna (Cl) seguida de relaxacdo vibracional, que é um
processo ndo radiativo, ou

3. Sofrer um cruzamento intersistemas (CIS) formando o estado tripleto (T1), devido a

uma inversao de spin.
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Neste estado tripleto, a molécula pode retornar a So por um novo processo de cruzamento
intersistemas seguindo pela relaxagéo vibracional ou pela emissdo de fosforescéncia (radiativo).
Para amostras em solucdo a relaxagdo vibracional é dominante e geralmente ndo ocorre o

processo de fosforescéncia.

l

S — Y

4
] ———
= I ; as ————— =
= tr Y (CIS=
= S1 Tx f ——
E:_ [ Absorcio ||  Fluorescémcia || Fosforescéncia _.]:E
r T_:
So h

Absorcdo Fluorescéncia Fosforescéncia

Figura 1: diagrama de Jablonski mostrando: Absorcao, Cl (Conversao
interna), fluorescéncia, CIS (Cruzamento intersistemas) e fosforescéncia.
Adaptado de [16].

Estando ainda no estado excitado (S1) ou (T1), a molécula pode perder elétrons para

moléculas em sua vizinhanca, gerando espécies reativas citotdxicas tais como, anion-radical
superdxido (O3 ), radical hidroperoxila (HOO"), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical
hidroxila (OH"®). A inviabilizag&o celular que ocorre através da agdo dessas espécies reativas é

conhecida como mecanismo fotodinamico do tipo I.
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No processo de relaxacdo do estado tripleto para o fundamental, o FS pode transferir
energia para o oxigénio molecular, em seu estado fundamental tripleto (30,), formando uma
espécie altamente reativa, o oxigénio singleto (*O2), que também pode provocar uma série de
reacOes bioquimicas que levam a morte de células. A atividade citotoxica relacionada com essa
via de desativacdo do FS € conhecida como mecanismo fotodindmico do tipo 11 [17].

Apesar de ambos os mecanismos | e 1l serem capazes de inviabilizar células, a atividade
citotoxica tem sido atribuida principalmente ao mecanismo do tipo Il [18]. Os mecanismos de
acdo da PDT (tipos I e I) fazem dessa terapia uma técnica interessante no combate as possiveis
adaptacGes genéticas que deixam as células ou os micro-organismos mais resistentes aos
farmacos, tendo em vista a sua diversidade de alvos moleculares dentro da célula [19].

Diversos fotossensibilizadores tém sido utilizados em PDT, dentre eles se destacam
moléculas baseadas em nucleos tetrapirrélicos como as porfirinas, clorinas e bacterioclorinas;
derivados de xantenos (Rosa bengala); fenotiazinicos tais como azul de toluidina e azul de
metileno, acridinas; dentre outras. Neste trabalho serdo avaliados compostos porfirinicos e seus

complexos metélicos.

2.3. Porfirinas

Porfirinas sdo moléculas organicas fotossensibilizadoras que desempenham um papel
fundamental na natureza. O grupo heme, por exemplo, é uma porfirina associada a estrutura da
hemoglobina, responsavel pelo transporte e armazenamento do oxigénio molecular nos
animais. Podemos destacar também as clorinas que sdo uma versdo parcialmente hidrogenadas
das porfirinas, importantes no processo fotossintético das plantas [20]. As porfirinas possuem
em sua estrutura um macrociclo contendo quatro anéis pirrélicos, conforme apresentado na

Figura 2, que lhes proporcionam uma extensa conjugacgéo .



10

Figura 2: estrutura quimica do nucleo das porfirinas.

As porfirinas sdo caracterizadas por uma intensa absorcao na regido proxima de 400 nm
denominada banda de Soret ou banda B (Figura 3a), e outras bandas entre 500-650 nm
conhecidas como bandas Q (Figura 3b). Embora os picos das bandas Q sejam bem menos
intensos que o pico da banda B, muitas aplicagfes s&o conduzidas com fonte de luz vermelha
entre 600 e 800 nm, dentro da “janela fototerapéutica”, onde ocorre uma maior penetra¢ao da

luz em tecidos bioldgicos [21].

0,9- a) | b)

o
uQ
=
061 2 0,03
3 =
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< o34 0,00+
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0,0
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400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 3:espectro de absorcéo dptica de uma porfirina
mostrando a banda de Soret a) e as bandas Q b).
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A primeira geragao de FS utilizados em PDT contra o cancer foram as hematoporfirinas

e seu derivados, por exemplo, a protoporfirina. Apesar dessas moléculas apresentarem alta
eficiéncia de formacdo de estados tripletos e altos rendimentos de formacdo de oxigénio
singleto, elas mostram alguns inconvenientes na pratica clinica, com o consideravel efeito de
fotossensibilizacdo tardia em pacientes e baixa absor¢do da luz na regido de interesse para a
PDT (janela fototerapéutica) [22]. Essas e outras limitacbes vém impulsionando o
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores, de tal forma que, a maioria dos
fotossensibilizadores de segunda geracdo sdao moléculas que apresentam uma maior absorcao
dentro da janela fototerapéutica, rapida metabolizacdo pelo organismo e acimulo seletivo nos

tecidos [23].

2.4. Espécies reativas de oxigénio

Conforme foi exposto brevemente na sec¢do 2.1, para ocorrer a agdo fotodindmica na PDT,
utiliza-se um composto fotossensibilizador que, ao ser ativado pela luz, transfere energia ou
elétrons para o ambiente circunvizinho, gerando as espécies reativas de oxigénio (ROS,
Reactive Oxygen Species). O processo que se segue, sao rea¢des que geram um intenso estresse
oxidativo local, provocando danos irreversiveis a célula-alvo. As ROS sdo constituidas
principalmente pelo anion-radical superdxido, o radical hidroxila, o peroxido de hidrogénio e o
oxigénio singleto (*0,) [24].

Ao receber um elétron, o oxigénio molecular forma o anion-radical superdéxido (O3 ),
conforme a Figura 4. Em meios &cidos, abundante em H*, o radical super6xido pode ser
protonado e formar o radical hidroperoxila (HOQO" ). Se receber dois elétrons e 2H", o oxigénio

molecular dara origem ao peroxido de hidrogénio (H,O,), e trés elétrons mais 3H", formar4 o

radical hidroxila (OH"®), ou com a inversdo de spin ocorrerd a formacdo do oxigénio singleto

(!0,). Existem estudos que indicam que o anion radical-superoxido e o radical hidroxila,
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possuem maior facilidade de atravessar membranas biologicas, e por isso agem principalmente
no interior das organelas [25]. Por outro lado, o radical hidroperoxila atua principalmente nas

membranas, devido ao seu carater lipofilico.

0 — [0 — [0 — (01| —> [0

l

HOO

Figura 4: esquema dos processos envolvidas na formacao das espécies
reativas de oxigénio singleto. Adaptado de [25]

O oxigénio singleto é considerado o principal responsavel pelos efeitos deletérios que
ocorrem na terapia fotodindmica, atuando em diversos alvos bioldégicos macromoleculares, tais
com lipideos, acidos nucleicos e proteinas [26]. Por isso, algumas técnicas que possibilitem
medir a eficiéncia de geracdo de oxigénio singleto pelas moléculas fotossensiveis tém sido
desenvolvidas. Essa eficiéncia pode ser medida atraves do rendimento quantico de formacéo de
oxigénio singleto, que é um importante parametro de avaliacdo da eficacia de um FS na terapia
fotodinamica.

Um método muito utilizado para determinar o rendimento quantico de 'O, consiste em
medir a sua emissdo fosforescente, em 1279 nm, que ocorre devido ao retorno da molécula de
oxigénio para o seu estado fundamental, contudo, esse € um método que demanda sistemas de
deteccdo sofisticados e bastante caros. Por isso, tém sido desenvolvidos métodos de
determinacdo indireta que consistem na analise da foto-oxidacdo de moléculas organicas, que
agem como sensores quimicos de 0, [27], [28]. Muitos sensores vém sendo utilizados em
diversos trabalhos, como é&cido drico [29], 1,3-difenilbenzofurano [30], é&cido p-
nitrosodimetilamina [31] e betacianinas [27], e os resultados obtidos sdo bastante satisfatorios

quando comparados aos adquiridos pelo método direto [27].
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2.5. Espectroscopia de absorcdo UV/Vis
O processo de absor¢édo da radiagdo pode ser descrito através da lei de Lambert-Beer, que
nos mostra a dependéncia entre a atenuacéo do feixe incidente na amostra com a concentragdo
das moléculas, o coeficiente de absor¢cdo molar e a extensdo do caminho sobre o qual ocorre a
absorcao.
Considere um feixe de luz de intensidade inicial 1? incidindo numa amostra de caminho
Optico ¢ e concentracdo ¢, Figura 5. Em virtude das interacdes entre os fotons e as particulas

absorvedoras, a intensidade do feixe decresce de 1) para I,. A de lei Beer prevé um

decaimento exponencial para a intensidade da luz incidente a medida em que o feixe percorre

0 caminho Optico da amostra, que pode ser apresentado pela equagéo:
I,=12.10" 2.1

sendo A a absorbancia da amostra. Podemos ainda definir a transmitancia T, que € a fracdo da

radiacdo incidente transmitida pela solucéo, da seguinte forma:

To 22

Figura 5: atenuacéo do feixe de luz

pela amostra. Adaptado de [32].
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Aplicando o logaritmo na Equagdo 2.1, a absorbéancia fica relacionada com a
transmitancia da seguinte forma:
IO

£ 2.3

I

A=-logT =log

Por outro lado a lei de Lambert-Beer pode ser escrita em termos da absorbancia 4(4), que
depende do comprimento de onda, concentracdo da amostra ¢ e do caminho Optico ¢ do meio

absorvente como,

AA)=e(A)l.c 2.4

sendo g()t) o coeficiente de absor¢do molar da amostra, que é dependente do comprimento de
onda da radiacdo incidente. A Equacéo (2.4) geralmente ndo € valida para concentracbes muito
elevadas, nessa situacdo sao observados desvios da linearidade prevista pela lei Lambert-Beer
entre a absorbancia e a concentracéo [33]. Empregando a lei de Lambert-Beer podemos calcular
o coeficiente de absor¢cdo molar das espéecies se a concentragédo for conhecida. Por outro lado,
uma das grandes vantagens de utilizar a Equacéo (2.4) consiste em poder obter a concentracéo
de uma amostra se os valores da absorbéncia, coeficiente de absortividade molar e caminho
optico forem conhecidos.

A medida da razdo entre as poténcias dos feixes transmitido e incidente, que é forma
experimental empregada para se obter o valor da absorbancia, é feita utilizando-se o0s
espectrofotbmetros. Varias dezenas de modelos de espectrofotometros estdo disponiveis
comercialmente. A maioria dos espectrofotbmetros cobre a regido do UV/Vis e,
ocasionalmente, a regido do infravermelho préximo. A maior parte das medidas de absorcéo
UV/Vis feitas neste trabalho foram realizadas com um espectrofotémetro Hitachi U-2900 no

laboratério de Biofotonica do Instituto de Fisica da UFG.
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2.6. Espectroscopia de fluorescéncia

Enquanto a técnica de espectroscopia de absor¢do UV/Vis fornece informagdes sobre o
primeiro passo dos processos fotofisicos, a espectroscopia de fluorescéncia permite avaliar os
processos de relaxacdo do estado excitado singleto via emissao radiativa, conforme discutido
inicialmente na secdo 2.2 (Figura 1). Tipicamente, uma molécula fotossensibilizadora, em seu
estado excitado singleto S;, pode retornar ao estado fundamental por trés vias: processos
radiativos (r), cruzamento intersistemas (CIS), e converséo interna (Cl). A soma das taxas
associadas (k) a essas vias de relaxacdo esta relacionada com a taxa de retorno ao estado

fundamental km ou com o tempo de vida 7, dessa molécula no estado excitado Si pela seguinte

equacéo:

Ko :%:kr +Keis +Ke, 2.5
onde, kr, kas € ke representam as taxas associadas aos processos radiativos, cruzamento
intersistemas e conversdo interna respectivamente. Embora esses trés processos estejam
envolvidos na relaxagdo do estado Si, a fluorescéncia emitida pelo composto é uma valiosa
ferramenta para determinar o tempo de vida desse estado. Por isso, geralmente, € usado de
forma coloquial que o tempo de vida de fluorescéncia é o tempo de vida do estado S;.

No processo de relaxacdo da amostra excitada, a molécula permanece no estado singleto
excitado por um tempo da ordem de nanosegundos. Este tempo é suficiente para que a molécula
excitada interaja com o meio, tornando o processo de emissdo fluorescente fortemente
dependente da sua vizinhanca. Por essa razao a técnica de deteccdo de emissao fluorescente €
muito importante, pois fornece informacdes preciosas sobre o meio em que a molécula se
encontra [34].

A técnica de fluorescéncia pode ser empregada nas formas estéatica e temporal. Diversos

pardmetros podem ser obtidos por meio da aplicacdo dessas duas técnicas. Na forma estatica
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podemos avaliar, por exemplo, o comprimento de onda de emissdo ou quantificar a eficiéncia
de emissdo fluorescente, enquanto que na forma temporal pode-se obter o tempo de vida do
estado excitado.

Para medir o tempo de vida de fluorescéncia, a amostra é exposta a um pulso intenso de
luz, onde a largura do pulso é tipicamente menor do que o tempo de decaimento da amostra.
Este decaimento da intensidade é registrado com um sistema de deteccdo rapido que permite
medir a intensidade na escala de tempo de nanossegundos. Dessa forma, se uma molécula

fotossensibilizadora exibe um decaimento monoexponencial na sua intensidade de

fluorescéncia 1(t) ap6s o pulso de luz, o tempo de vida de fluorescéncia z, pode ser obtido do

ajuste dos dados experimentais pela seguinte equacgéo:

I(t)=1,e"'" 2.6

A eficiéncia da emissdo fluorescente pode ser obtida pelo rendimento quéntico de
fluorescéncia. Este parametro € definido como a razdo entre o niumero de fotons emitidos pelo
namero de fotons absorvidos por um fluoréforo ou em termos das taxas dos processos que

ocorrem. A expresséo para o célculo do rendimento quantico de fluorescéncia (@, ) é dada por:

K

Tk 2.7

onde k, é ataxa de emisséo fluorescente do fluordéforo e k,, é a taxa de decaimento através de

mecanismos ndo radiativos. No entanto, na pratica € mais facil determinar o rendimento
quantico de uma molécula fluorescente pela comparacao com padrdes de rendimentos quanticos

conhecidos, conforme a equacao a seguir [35]:
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f
D, :Q)Rf_—— 2.8

Nessa equacdo, @ é o rendimento quéantico de fluorescéncia, f € a area delimitada pelo
espectro de emissdo, A é a absorbancia e n é o indice de refracdo do solvente da amostra. O
subscrito R rotula os pardmetro associados ao fluoréforo de referéncia com rendimento quéntico
conhecido.

Uma gama de técnicas e métodos utilizam a emisséo fluorescente de um fluoréforo para
obter informacdes sobre o proprio fluoroforo ou sobre processos intermoleculares que afetam
0 seu estado excitado. Na proxima secdo, serdo apresentados os detalhes de um método baseado
nas alteracdes dos espectros de emissdo de uma molécula fluorescente devido as interacGes
intermoleculares. Esse método conhecido como supressdo de fluorescéncia é o cenario da

maioria das investigacdes feitas neste trabalho.

2.7. Supressao de fluorescéncia

Supressao de fluorescéncia sdo processos que resultam na reducdo de intensidade de
emissao de um fluor6foro. Geralmente, esses processos possuem duragdo equiparavel ao tempo
de vida do estado excitado de uma molécula fluorescente e competem com 0s processos de
relaxacdo intrinsecos. A maioria desses processos estdo associados a interacOes
intermoleculares entre uma molécula excitada M* e outra molécula Q denominada
genericamente de supressora, conforme a Figura 6, onde kq € a constante associada com o
processo bimolecular. Essa técnica tem sido amplamente utilizada como fonte de informac6es

sobre sistemas biofisicos e bioquimicos [36]-[39].
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M*

? o
hv
k,, =1/7, Kk,
- Q

Figura 6: diagrama de energia

esquematico para a supressao dinamica.

O processo bimolecular fornece a molécula excitada M* uma via adicional de
desexcitagéo e retorno ao estado fundamental. Consequentemente, provoca a reducdo do tempo
de vida do fluoroforo na presenca do supressor (Q), bem como da intensidade de fluorescéncia
emitida pelas moléculas excitadas. Geralmente, 0os mecanismos de supresséo sdo classificados

em estatico e dindmico. Esses dois tipos de mecanismos de supressdo serdo detalhados a seguir.

2.7.1 Supressdo dinamica
O processo de supressao dindmica resulta de colises entre o fluordforo e o supressor.
A partir do esquema apresentado na Figura 6 a evolucdo temporal da espécie excitada M* pode

ser descrita pela seguinte equacéo de taxas:

2.9

Resolvendo essa equacdo diferencial com as condigdes iniciais [M *]: [M *]0 , onde
[I\/I *]0 € a concentragdo inicial de moléculas excitadas no instante inicial (t, =0), obtemos a

seguinte solucéo:

[M™]=[m" ] e bl 2.10
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Dessa forma, fica claro que o termo (km +k, [Q]) representa uma taxa efetiva k de

retorno ao estado fundamental que leva em consideragcdo a taxa associada ao processo de

supressdo bimolecular. Dessa forma, podemos reescrever esse termo da seguinte maneira:

1

k ===k, +k,[Q] 2.11
T
ou ainda,
T F

onde 7 representa o tempo de vida de fluorescéncia na presenca do supressor, F e Fo séo as

intensidades de emissao fluorescente na presenca e na auséncia do supressor respectivamente.

A Equagdo 2.12 é conhecida com equagdo de Stern-Volmer e o produto K, =k 7, éa

chamada constante de Stern-Volmer, que reflete a eficiéncia do processo de supressao
dindmica. A constante de Stern-Volmer pode ser obtida através da inclina¢do de um grafico da
razdo Fo/F em funcéo da concentracao do supressor [Q] e, de posse de Ksv, pode-se determinar

também kg, se 0 tempo de vida do fluoroforo na auséncia do supressor for conhecido.

De forma ideal, se todas as colisdes entre fluoréforos e supressores resultarem na
atenuacdo da fluorescéncia, dizemos que o0 processo de supressdo dindmica é controlado por
difusdo. Neste caso, a constante de supressdo bimolecular kq pode ser representada pela
constante difusional k; definida na teoria das rea¢6es controladas por difusdo de Smoluchowski

[16], pela equacéo abaixo:

k, =47NR.D 2.13
onde N é o nimero de Avogadro, R¢ € a menor distancia possivel entre o fluoréforo e o supressor

e D é o coeficiente de difusdo que é dado pela equacdo de Stokes-Einstein:
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kT(1 1
D=—| —+— 2.14

~ fm|\ Ry Ry
onde T é atemperatura, k € constante de Boltzmann 7 € a viscosidade do meio, f € um coeficiente
relacionado com as condicBes de contorno, Rm e Rq sdo os raios do fluor6foro e do supressor
respectivamente. O valor do coeficiente de difusdo D para a maioria das moléculas em solucdo
é da ordem de 10° cm s o que resulta em valores de ki da ordem de 10°-10%° L mol*s? [16].
Dessa forma, valores de kg, obtidos por meio das técnicas de espectroscopia de fluorescéncia,
que apresentam valores com esta ordem de grandeza, geralmente sugerem que o mecanismo de

supressdo é colisional.

2.7.2 Supressdo estatica

O processo de supressdo estatica ocorre devido a formacdo de um complexo nao
fluorescente no estado fundamental (MQ) e a fluorescéncia que se observa da amostra €
proveniente apenas dos fluoréforos (M) ndo complexados com os supressores (Q), conforme

representado esquematicamente na Figura 7.

Supressao estatica Formacio de complexo nio fluorescente no estado fundamental
M*...Q
< 00 @ -
hv ( @ @ Sem emissao
; . Sem emissio

M..Q @ @ @

Sem emissao Emisséo M+Q 2 MQ

Figura 7: representacdo esquematica do mecanismo de supressdo estatica. As moléculas supressoras
Q suprimem a fluorescéncia das moléculas fluorescentes M quando h& a formacéo dos complexos

MQ e, dessa forma, a fluorescéncia observada é proveniente das moléculas M livres.

A formacdo do complexo ndo fluorescente no estado fundamental, na proporcéo 1:1, pode

ser representada pela seguinte equacédo de equilibrio:
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M+Q 2 MQ 2.15

A constante de equilibrio para a Equagdo 2.15 pode ser escrita com:

= —— 2-16
[

Utilizando a relacdo de conservacdo de massa [Mo] = [M]+[MQ], neste caso [Mq] é a

concentracdo total do fluoréforo, podemos reescrever a Equacao 2.16 da seguinte forma:

M]_ 1
M,] 1+K[Q]

2.17

Sabendo que, em baixas concentracdes, a intensidade de fluorescéncia é proporcional a

concentracdo do fluoroforo, podemos apresentar a Equacdo 2.17 de seguinte forma:

Boqy K[Q] 2.18
F

Essa relacdo possui exatamente a mesma forma que a Equacdo 2.12, no entanto, no
contexto da supressao estatica, um grafico da razéo entre o tempo de vida de fluorescéncia do
fluoréforo na auséncia do supressor, pelo tempo de vida na presenca do supressor (zo/z) em
funcdo da concentracdo do supressor [Q] apresenta um perfil constante enquanto que na
supressdo dinamica esse mesmo grafico € uma reta crescente. 1sso ocorre porgue o tempo de
vida do fluordforo na supressdo estatica ndo é afetado pelo supressor enquanto que, na
supressdo dinamica, o tempo de vida é reduzido a medida em que se aumenta a concentracdo
do supressor, e consequentemente as colisdes entre o supressor e o fluoréforo. Com isso, avaliar
0 comportamento dos gréaficos de zo/r em funcdo de [Q] tem sido um método bastante utilizado

para indicar se a supressao no sistema € estatica ou dinamica [40], [41].
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Outra forma de determinar se a supressdo ocorre pelo mecanismo estatico ou dinamico,

é avaliar o comportamento da constante de supressdao na Equacdo 2.18 em funcdo de

temperatura. Embora ndo haja uma dependéncia explicita da temperatura na Equacéo 2.18, na

supressao estatica, os complexos ndo fluorescentes formados no estado fundamental s&o

desestabilizados pelo aumento da temperatura, resultando no decréscimo dos valores de K. Por

outro lado, no mecanismo dindmico, o aumento da temperatura favorece a difuséo do supressor

para o fluoréforo, resultando num aumento da frequéncia colisional e, com isso, os valores da
constante de supressao também aumentam [35].

Como foi mencionado previamente, a Equacédo 2.18 foi demonstrada para um contexto
de interagdes que ocorrem com estequiometria na proporcionalidade de 1:1. No entanto, esse
ndo é o cenario para diversos tipos de interacdes intermoleculares, principalmente quando
macromoléculas bioldgicas estdo envolvidas nessas interagdes.

Um modelo construido por Archibald Hill em 1910 [42], inicialmente para descrever a
ligagdo do Oz a hemoglobina, tem sido bastante utilizado para interpretar dados de supressdo
de fluorescéncia intrinseca de proteinas [43]-[45]. Geralmente, a interacdo de uma proteina (P)
e um ligante (L) resulta na formacéo de um complexo (PL) e pode ser descrita por uma equacao

de equilibrio do tipo:

P+L 2 PL 2.19

De acordo com a Equacdo 2.16, podemos associar uma constante de equilibrio K a

Equacdo 2.19, de tal maneira que,

m 2.20

Podemos definir também a fracdo & dos sitios de ligagdo da proteina que séo ocupados

pelo ligante da seguinte forma,



23

_ sitios deligacdo ocupados  [PL]
~ total desitios deligacdo  [PL]+[P]

2.21

onde o denominador representa a soma de todos os sitios da proteina, ocupados [PL] e

desocupados [P]. Substituindo a Equagéo 2.21 em 2.20 e rearranjando 0s termos obtemos:

L]
0 =
L]+

2.22

Para uma proteina com n sitios de ligacdo, a equacdao de equilibrio fica da seguinte

maneira;

P+nL < PL, 2.23
A expressédo para @ fica:
0 = [rll'] 2.24
L] +K

Rearranjado os termos e tomando o log de ambos os lados da equacéo 2.24 obtemos:
0
log (nj =nlog[L]-log K 2.25

A Equacéo 2.25 é conhecida como equacdo de Hill-Langmuir e um grafico de log (%)

em fungdo de log[L] fornece, a partir do coeficiente linear, a constante K enquanto que a
inclinacdo fornece o parametro n, conhecido como coeficiente de Hill. A suposicdo de que n
representa 0 nimero de sitios de ligacdo pode ser tentadora, como se pudéssemos prever o

namero de sitios de ligacdo em um proteina especifica por um simples ajuste de curva. No
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entanto, j& foi demostrado que o coeficiente n ndo é uma estimativa correta para 0 nimero de
sitios de ligacdo [46]. Quando vérias moléculas de ligante se ligam a uma proteina, o valor do
coeficiente de Hill é geralmente menor que o nimero de sitios de ligacdo. Portanto, seu
significado € pouco informativo, podendo no maximo refletir a extensdo da cooperatividade

entre os sitios de ligacdo (forma com os sitios interagem entre si) [46].

A correspondéncia entre a equacao de Hill-Langmuir e a supressao de fluorescéncia de
uma proteina é feita através do parametro @. Na pratica, a estimativa desse parametro pode ser
dada pela fracdo da fluorescéncia inicial da proteina que é suprimida na presenca do supressor.
Quando fazemos essa correspondéncia, estamos dizendo que a fluorescéncia que esté ao alcance
do ligante/supressor em determinado sitio de ligacdo € suprimida, e que a fluorescéncia
observada € proveniente de regides da proteina onde se encontram os sitios de ligacdo

desocupados. Portanto, a correspondéncia fica da seguinte forma:

_R-F_&
FO I:O

0

2.26

onde, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia da proteina na auséncia e na presenca do

SUpPressor, respectivame nte.

2.8. Termodinamica da interacdo fluoroforo-supressor

Diversas forcas sdo responsaveis pelas interaces intermoleculares, dentre as quais se
destacam interacOes eletrostaticas, forcas de van der Waals, interacdes hidrofébicas e as
ligacGes de hidrogénio [47]. Em geral, para identificar as forcas responsaveis pela estabilidade
dessas interacdes, sdo calculados parametros termodinamicos como a entalpia, a entropia e a

energia livre de Gibbs.
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Especificamente, os parametros termodindmicos relativos as interagdes entre um
fluoréforo e um supressor, podem ser obtidos por meio de técnicas de espectroscopia UV/Vis
e de fluorescéncia. O caminho matematico que viabiliza a obtencdo desses parametros por
técnicas espectroscopicas € a equacdo de van’t Hoff, que sera apresentada nesta secdo. A
equacdo de van’t Hoff relaciona os parametros termodindmicos com uma quantidade
fundamentalmente experimental que é a constante de equilibrio de uma interacdo
intermolecular. A seguir serdo apresentados, de forma breve, os parametros termodinamicos
entalpia, entropia e energia livre de Gibbs e a argumentacdo matematica necessarias para a
apresentacao da equagdo de van’t Hoff.
A entalpia H(T,P) é uma funcdo de estado que, em processos isobaricos, esta
diretamente associada com as energias trocadas pelo sistema na forma de calor [48]. Podemos

escrever:

dH =(@j dT +[@j dP 2.27
or J, oP ).

O segundo termo da Equacéo 2.27, para processos isobaricos, é nulo e o primeiro termo

. . : o « oH
esta relacionado com a capacidade térmica a pressao constante C = [a—_l_ . Dessa forma, a
P

Equacdo 2.27 pode ser reescrita com:

dH =C, -dT 2.28

A Equacdo 2.28 deixa clara a relacdo direta entre a entalpia e energia trocada pelo
sistema na forma de calor a pressao constante.
Em 1865, Rudolf Clausius apresentou a primeira formulacdo matematica para o

conceito de entropia. Considerando Q a energia na forma de calor trocada entre o sistema e sua
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x

vizinhanca & temperatura absoluta T, a integral de linha da razdo T é independente do

caminho que leva o sistema do estado inicial (1) ao estado final (2). Dessa forma, existe uma
funcéo de estado do sistema S(P,V,T), chamada de entropia, cuja variagdo entre os estados 1 e

2 é dada por:

AS=SZ—SI=IZ§ 2.29

1

De um modo geral, podemos considerar a variacdo da entropia como a soma da variagao

da entropia da vizinhanga de um determinado sistema AS,, com a variagdo da entropia do

proprio sistema AS:

AS,eres = AS,, + AS,, 2.30

universo

Para processos reversiveis sempre se observa a igualdade 4S,, =-A4S, de forma que

sis !
a variacao de entropia do universo é nula. Por outro lado, as trocas de energia na forma de calor
entre o sistema e a vizinhanga em processos irreversiveis resultam sempre em um aumento na

entropia do universo AS >0. Na prética, apesar de existirem processos que muito se

universo
aproximam dos reversiveis, toda transformacdo leva a um aumento na entropia total do
universo.

Em resumo, a entropia € uma funcdo de estado vinculada a um principio de
maximizacdo: a entropia associada ao estado de equilibrio de um sistema isolado é sempre a
méaxima possivel. Na préatica, esse principio € traduzido pela medida do grau de irreversibilidade
de um sistema. Dessa forma, a entropia pode ser tomada com um bom parametro de
espontaneidade de um processo.

No entanto, em estudos que envolvem interacdes intermoleculares e reaces quimicas,

utiliza-se principalmente a energia livre de Gibbs (4G) como critério de espontaneidade de uma
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transformacg&o/reacdo. A energia livre de Gibbs é a totalidade de energia associada ao sistema,
efetivamente disponivel para a realizacdo de trabalho util. A Equacéo 2.31 apresenta a definicéo

matematica da energia livre de Gibbs.

AG=4H -T - A4S 2.31

A relacdo entre a variagdo de entropia do universo com a energia livre de Gibbs pode

ser facilmente obtida multiplicando-se a Equagéo 2.30 por (-T):

—T-4S =AH - AS T 2.32

universo

O segundo membro da Equacdo 2.32 €, obviamente, a definicdo da energia livre de

Gibbs. Entdo podemos escrever:

AG =T - A5 e 2.33

A Equacdo 2.33 mostra que o aumento da entropia do universo esta associado com a
reducdo da energia livre de Gibbs. Dessa forma, a energia livre de Gibbs relacionada ao estado
de equilibrio de um processo espontaneo € sempre a minima possivel.

No contexto do equilibrio quimico de uma reacdo quimica ou interacédo intermolecular,
a energia livre de Gibbs, pode ser fundamentalmente relacionada a constante de equilibrio que
caracteriza a reacao/interacdo. A Figura 8 mostra que a dire¢do do processo espontaneo € a da
reducdo da energia livre de Gibbs, e que o estado de equilibrio do sistema corresponde ao ponto
mais baixo da curva. Outro parametro indicado na Figura 8 é a energia livre de Gibbs padréo
da reacdo (4GP). Esse parametro ¢ a diferenca entre a energia livre de Gibbs dos produtos nos
seus estados padrdo (produtos puros) e 0s reagentes nos seus estados padréo (reagentes puros).
A energia livre padrdo € uma quantidade fixa, portanto ndo varia enquanto a reacdo/interacao

prossegue.
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Reagentes puros Equilibrio Produtos puros

Energia livre de Gibbs (G)

AG =0

Procasso

Figura 8: energia livre da Gibbs em funcéo de extenséo de

um processo. Adaptado de [49].

A definicdo de energia livre de Gibbs, dada pela Equacgédo 2.31, pode ser reescrita da

seguinte forma:

G=H-T-S 2.34

Derivando a expressao 2.34 e usando as defini¢des de entalpia (H =U — P -V ), energia

interna (U =Q—P-V) e entropia (Eq. 2.29) para um processo isotérmico, temos:

dG=d(U—-P-V)-d(T-S) 2.35
dG=dQ—-P-dV+P-dV +V -dP-S-dT —dQ 2.36
dG =V -dP 2.37

Integrando a Equagdo 2.37 de G° (G padrio) até G e de P° (P padréo) até P temos:
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[de=[ v dp 2.38

G P

G—GO:nRTJ.POd—P 2.39
PP

G =G’ +nRTIn(P) 2.40

onde n é o nmero de moles, R a constante universal dos gases e foi usado P° = 1 atm.

Aplicando a Equagéo 2.40 para determinar a variagdo da energia livre de Gibbs de um
sistema modelo formado de dois reagentes gasosos A e B em uma reagdo do tipo A+ B 2 C,

temos:

AG =G produtos Greagentes 2.41

C

onde P¢, PA e PB sdo as pressOes parciais (pressdo exercida pelo gas caso os compostos
estivessem sozinhos ocupando todo o volume, a mesma temperatura da mistura gasosa) dos

componentes da reacao.

A razdo que aparece no argumento do logaritmo na Equacdo 2.42 é conhecida com
quociente da reagdo. Na situagdo de equilibrio quimico, além de 4G = 0, conforme mostra o
gréfico da Figura 8, o quociente da reacdo € a propria constante de equilibrio (K) e, dessa forma,

podemos reescrever a Equacdo 2.42 da seguinte forma:

AG® = -RT In(K). 2.43
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Além de evidenciar a origem termodinamica do equilibrio quimico, a Equacéo 2.43

pode ser substituida na Equagdo 2.31, escrita em termos de pardmetros padrdes (
AG® = AH® —T - AS?), para obtermos outra equacio que ¢ fundamental na avaliacio do perfil

termodinamico das interacdes intermoleculares:

_ A" AH°®
R RT

InK 2.44

A Equacéo 2.44 é conhecida com equacdo de van't Hoff e é amplamente utilizada para
estimar a entalpia e a entropia de uma reacgdo/interacdo. A inclinacdo de um grafico linear de In
K em funcéo de 1/T fornece — AH°/R enquanto o intercepto esta associado com AS%R. De posse

de 4He 4S° podemos ainda obter 4GP pela definicéo 2.31.

A equacdo linear de van't Hoff (Eq. 2.44) esta baseada no pressuposto de que a entalpia
e a entropia sdo independentes da temperatura. No entanto, em diversas situacdes, esses
parametros sdo dramaticamente dependentes da temperatura e nesses casos um grafico de In K
em funcdo de 1/T, obviamente, ndo apresenta um perfil linear. Quando as mudangas da entalpia
e entropia com a temperatura ndo podem ser negligenciadas, a dependéncia de In K com 1/T

pode ser aproximada pela expressao polinomial [50]:

hK=a+=—+—+—+--- 2.45
T T

Fazendo a variacdo da equacdo 2.43 em relacdo a temperatura e usando a Equacéo 2.31

(assumindo que 4H e AG dependem da temperatura) temos:

i(In(K))zi{—%(AHO—T-ASO)} 2 46
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0
Z(in(Kk))= 205+ 247

Derivando também a equacao 2.45 em relacdo a temperatura,

aT S oW/T) B(T)  T?

i(In K)= oInK oL/ T) =—i{b+2c(%j+3d(_%}2 +} 2.48

Utilizando as equacdes 2.47 e 2.48 e preservando termos até a ordem Tiz , adependéncia

da entalpia, e da entropia com a temperatura pode ser escrita da seguinte forma:

AH° = —R(b +%) 2.49

450 — R[a—ij 2.50
T

Na pratica, a constante de equilibrio de uma interacdo intermolecular pode ser obtida,
em funcdo da temperatura, por meio da técnica de supressdao de fluorescéncia, conforme
apresentado na secdo 2.6. De posse dessas constantes, 0s parametros a, b, ¢ e d sdo obtidos a
partir de ajustes dos pontos experimentais dos plots de van't Hoff pela Equacéo 2.45 e a entalpia

e entropia sdo calculadas, obviamente, pelas Equacdes 2.49 e 2.50.

2.9. Transferéncia de energia ressonante de Forster

Forster detalhou a sua teoria sobre transferéncia de energia ressonante (Forster resonance
energy transfer — FRET) em trés artigos publicados em 1946 [51], 1948 [52], 1949 [53] e outras
duas revisdes publicadas em 1959 [54] e 1965 [55]. Dentre esses cinco trabalhos destacam-se

trés: os publicados em 1946 e 1959 que apresentam uma descricdo muito clara das idéias
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essenciais sobre as quais a teoria se baseia, enquanto que seu artigo de 1948 é um tratamento

matematico rigoroso da teoria.

Obviamente, Forster baseou-se em trabalhos de diversos pesquisadores importantes para
construir a sua teoria, dentre os quais se destacam J. Perrin e F. Perrin, pai e filho, Cario, Franck,
Kallmann, Oppenheimer e Arnold. No entanto, a inovagdo mais importante de Forster foi
incorporar parametros obtidos experimentalmente, como espectros de emissdo e absorgéo,
rendimento quéntico e tempos de vida, em sua teoria, tornando-a irrefutavel, acessivel e

extremamente Util.

A transferéncia de energia ressonante pode ocorre entre uma molécula doadora no estado
excitado e outra molécula receptora no estado fundamental se as seguintes condi¢des forem

atendidas:

1) O doador e o receptor devem ter transicdes eletronicas fortes no UV, visivel ou 1V;

2) Deve existir sobreposicao espectral entre a emissdo do doador e a absorbancia do receptor;

3) Tipicamente, as distancia entre o doador e o receptor devem estar na faixa 1 — 10 nm.

O fendmeno de FRET pode ser explicado tanto pela Eletrodinamica Classica quanto pela
Eletrodindmica Quantica, no entanto, faremos a abordagem cléssica dos aspectos principais

dessa teoria.

Portanto, de acordo com um modelo classico, o doador e o receptor podem ser
representados por duas esferas de raios Rp e Rr respectivamente, contendo cargas positivas e
negativas que estabelecem dois p6los com cargas elétricas opostas, conforme a Figura 9a. Neste

modelo, estamos assumindo que a distancia r,, entre o doador e o receptor obedece a condi¢éo

' >> Ry, Ry . Dessa forma, podemos considerar a interacdo entre o doador e o receptor com
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uma intera¢do dipolo-dipolo, conforme ilustra a Figura 9b. Deve ser ainda enfatizado que 0s

dipolos do doador e receptor sdo dipolos oscilantes.

a)
Receptor
TR eceptor
Doador
b)
Dipolo doador
Tor Dipolo receptor

Figura 9: representacdo esquematica dos dipolos elétricos oscilante

doador e receptor. Adaptado de [56]

De forma mais detalhada, tanto a molécula doadora quanto a receptora serdo
consideradas como um grupo de osciladores elétricos acoplados, sendo que, cada oscilador

consiste de um elétron, de massa me, elasticamente ligado um nicleo estacionario.

Podemos escrever o campo elétrico, referente a um oscilador elétrico na molécula

doadora da seguinte forma:

E, =E, cos(2zv,t) 2.51

em que, 0 campo elétrico esta arbitrariamente na dire¢éo x e v, € a frequéncia natural do doador

dada por:



34

1 |k
Vp = . |— 2.52
° 2z \m,

Assumindo que, em resposta ao campo elétrico do doador, o receptor oscile
elasticamente em ressonancia com doador; podemos escrever a equacdo de movimento

referente ao receptor da seguinte forma:

mX(t)+kx(t) =q,E cos(2zvt) 2.53

onde a constante k é dada por:

k=47z°vim, 2.54

Fazendo as mudancas de variaveis u=2zv, e w=2zv,, a Equagdo 2.53 fica da

seguinte forma:

3(t)+ux(t) = 352 coswt) 2,55
m

e

Aplicando as técnicas corriqueiras de solucdes de equacdes diferenciais, é facil mostrar

que a solucdo dessa equacdo diferencial é,

(t)=— 9B reos(wt)—cos(ut)] 2,56

_T1e=D
2 2
e(u -W )

Podemos utilizar agora essa solucéo para obter uma expressdo para a energia total W,

do receptor.
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Kx2 mx’ 257

W, = % Eot” A’ [cos(wt )—cos(ut)[ +[ﬂsen(wt)— sen(ut )T 2.58
"o8m, | (wP—u?)t? u '

A Equacéo 2.58 pode ser reescrita para uma diferenga muito pequena entre as frequéncias

do doador e do receptor. Matematicamente, essa ligeira diferenca (&) pode ser dada por

w=u=x¢g onde ¢ << /t. Dessaforma, apos algumas manipulac@es algébricas, o termo entre

colchetes na Equacdo 2.58 fica aproximado por 1/(&t)? enquanto que o termo entre chaves

resulta em (&t )?, de tal maneira que a energia total do receptor fica:

g Ept’

W
R 8m

2.59

e

Podemos agora usar a expressdo para o campo elétrico de um dipolo oscilante, obtida
da eletrodindmica classica, para escrever o campo elétrico do doador na posi¢cdo do receptor,

conforme a Figura 10.

. q,Dp[3(d-F)F—d]cos(2zv, )

E = e 2.60
47e NI

onde Dp é a separagdo das cargas no dipolo doador e n ¢é o indice de refragdo do meio.

Dipolo :\<%<
doador R WP

_ Dipolo
receptor

dLe, _Lwfor

Figura 10: dipolos doador e receptor evidencizando suas
orientacoes.
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Projetando o campo elétrico do doador (Eq. 2.60) na direcdo do receptor e definindo

A

k=d-a-3(d-f)(f-a) como um fator associado a orientacdo relativa entre os dipolos,

temos,

. . q.Dpla(d-F)(F-a)d-a—d-alcos(27vy )

E.-a= o 2.61
4re NI

- D,xcos(?2
£.4= JDoxcos(Zmvo) 2.62
Are N°Ios

Dessa forma, comparando a Equacdo 2.62 com a Equagdo 2.51, fica claro que

E, = —q,Dpx/ 47me,n’rS, . Substituindo esse resultado na Equagéo 2.59 temos,

2 .2 2
We =q§ ! [ quDfs } 2.63
m, Ame NI,

Por outro lado, podemos usar a energia de oscilacdo do doador Wp para substituir Dp na

Equacdo 2.63 da seguinte forma,

_kDj _4z’m,v?Dj

W, == 0 v = vy 2.64
w
Dy =——2—
° " 22t 265
g < Wt S 2.66

R =
167°mZn*rS (dne, )’ v?

e

Definindo a taxa de transferéncia de energia com k, =(W, /W, )-1/t, a Equacéo 2.66

resulta em,
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3 ekt 1 1 5 67
167°min*rS, (4ng,)’ v° '

e

T

A taxa de transferéncia de energia ressonante dada ela Equacgéo 2.67 deve ser ajustada
para situaces mais realistas, pois na prética, a transferéncia de energia ocorre para um espectro

de frequéncias. Dessa forma, podemos definir as seguintes probabilidades:
e f,(v,): probabilidade de oscilagéo do dipolo na frequéncia v, para o doador;

fe(vy)
t

: probabilidade de oscilagéo do dipolo na frequéncia v, para o receptor por unidade

do tempo de vida de estado excitado do doador.

Podemos agora escrever a probabilidade de ocorréncia desses dois eventos,

simultaneamente, para um intervalo de frequéncias dv, da seguinte forma:

fD(v)-#dv 2.68

Reescrevendo a Equacédo 2.67 de acordo com essas consideracfes temos:

4 2
Q. x 1 J'w fo(v) fR(V)dV

167°min*rS, (4ne,)’ %

2.69

T

Os parametros f,(v,) e f,(v,) podem ser relacionados com as medidas
espectroscopicas de emissdo fluorescente e absorbancia respectivamente através de uma
correspondéncia direta entre a eletrodinamica classica e a espectroscopia. A taxa de emissao

fluorescente com frequéncia entre v e v+ dv pode ser dada por:
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Oy lo(v)
o

2.70

onde @, é o rendimento quéntico de fluorescéncia do doador, 1,(v) é a intensidade de

emissdo fluorescente normalizada e 7, é o tempo de vida de fluorescéncia.

Por outro lado, essa mesma taxa na teoria eletromagnética classica é dada por:

87’ nvgiW,

f d 2.71
34z, )m,c? o(v)dv

de tal maneira que podemos fazer a seguinte correspondéncia:

3(47e, )m D

fo(v)=
(V) 8z°nviglr,

2 1,(v) 2.72

Podemos agora definir a densidade de energia o (v )incidente numa amostra de
concentragéo c, e obter a densidade absorvida apés a incidéncia em uma segéo transversal de
1 cm? ao longo de um caminho oOptico / da seguinte forma:

&g Cxl

o(v)-o(v)-10 =o(v)IN(10)eLCy! 2.73

O comprimento de um feixe de luz que atravessa a amostra durante um intervalo de
tempo de 1 s pode ser dado por (c/n)-1s=c/ n, enquanto que o volume sob o qual ocorre a
absor¢do em uma area de incidéncia de secéo transversal de 1 cm?é (c¢/n)-1cm?2 =c/ n. Dessa

forma, utilizando a Equacdo 2.73, a energia absorvida por segundo por receptor com frequéncia

entre v e v+dv é dada por,
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(Ej.a(v)ln(lO)chRde: In(10)-c-o(v)- &, dv 572
n N/c, nN
onde N é o nimero de Avogadro em milimol.
Esse mesmo resultado obtido pela teoria eletromagnética classica é dado por,
7-Ge -o(v) fo(v)dv 2.75

3n?(4ze, )m,

de tal maneira que podemos fazer a correspondéncia entre f_(v) € ¢,(v) da seguinte forma:

3In(10)(47z,)-n-m, -C

7-q;N

fr(v)= (V) 2.76

Agora, podemos substituir as Equacdes 2.76 e 2.72 na Equacao 2.69 para obtermos uma

expressdo para a taxa de transferéncia de energia em temos dos parametros espectroscopicos

Io(v) € ep(v):

_ 9In(10)x*@, tc’
=90y, et o) e g, » 77
- 1287° N7yl %
Definindo a distancia de Forster R, como:
2 © 4
RS ~ 9In(10)x @, J-C I5(v) &g dv 278

°" 1282°N v

ou em termos de comprimento de onda,
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2 's)
:MIZA.ID(V).ngV 279

RG
°  128z°nN

a Equacdo 2.77 resulta em,

6
" :i[&j 2,80

Podemos ainda definir a eficiéncia de transferéncia de energia ressonante de Forster

com E =k, /(k; +75"), que também pode ser escrita em termos da distancia de Forster:

Ry

E=_ 0
RS +rS

2.81

A Equacédo 2.81 mostra que a distancia de Forster R, é a distancia entre o doador e o
receptor para a qual 50% da energia do doador é transferida por FRET. Além disso, essa
equacéo pode ser utilizada para se obter a distancia entre o doador e o receptor ry , Se 0s valores

de eficiéncia de transferéncia de energia e distancia de Forster forem conhecidos. Tanto a
eficiéncia de transferéncia de energia quanto a distancia de Forster podem ser obtidas

experimentalmente por técnicas espectroscéopicas [35]. E importante ressaltar também que no

calculo da distancia de Forster (Eq. 2.81) geralmente se considera o valor médio de x?2 =§

para orientacdes completamente aleatdrias entre os dipolos elétricos [57].

A teoria de transferéncia de energia de Forster tem sido amplamente empregada em
estudos de fluorescéncia de biomoléculas [58]-[60], pois as distancias favoraveis para

ocorréncia de transferéncia de energia é tipicamente do tamanho de uma proteina. Neste tipo
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de aplicacéo, as distancias entre o doador e o receptor sdo calculadas e, assim, sdo obtidas

informagdes estruturais sobre a macromolécula.
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Capitulo 3 : Interacao de porfirinas hidrossoluveis

com anticorpos e albumina de soro bovino

3.1. Interacdes com anticorpos e albuminas

Neste capitulo estdo apresentados os estudos de interacdo das porfirinas meso-tetrakis(4-
sulfonatofenil) (TPPS4) e meso-tetrakis(4-metilpiridil) (TMPyP) com duas biomoléculas
proteicas que desempenham um vasto conjunto de funges no organismo: 0s anticorpos e as
albuminas.

As proteinas do soro sanguineo séo divididas em albuminas e globulinas. As albuminas
sdo 0s principais componentes proteicos do soro do sangue. Essas proteinas desempenham,
essencialmente, a funcdo de transporte de diversos tipos de moléculas pelo sangue. Uma
albumina muito utilizada para mimetizar a albumina de soro humano (Human serum albumin -
HSA) é a albumina de soro bovino (Bovine serum albumin - BSA), que € ~88% homologa em
sequéncias de aminoacidos a HSA. A versatilidade de ligacdo da BSA com diversos tipos de
moléculas atribui a ela um papel importante no processo de transporte de medicamentos pelo
organismo [61]. Dessa forma, os estudos de ligacdo de farmacos a BSA tem se tornado um
importante campo de pesquisa em Fisica, Quimica e Ciéncias da Vida.

Os conjugados de albuminas séricas tem sido utilizados para administrar medicamentos
antineoplasicos. A eficacia de farmacos anticancerigenos acoplados a albumina foi estabelecida
clinicamente por dois farmacos: doxorrubicina (Rubidox®) [62] e paclitaxel (Abraxane®) [63].
O farmaco paclitaxel é composto de nanoparticulas encapsuladas com HSA. Recentemente
outros compostos metalicos (por exemplo Pt, Ru, Os) funcionalizados por HSA foram
desenvolvidos para a terapia contra o cancer, mostrando que a HSA desempenha um papel

fundamental no aumento da atividade anticancerigena [64]-[67]. Tem sido relatado também,
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em artigos recentes, um aumento na eficacia da PDT anticancer devido a uma melhor
seletividade de moléculas fotossensibilizadoras acopladas a nanoparticulas recobertas com
albumina [68], [69].

Os anticorpos sdo encontrados no grupo das globulinas juntamente com as lipoproteinas
(proteinas responsaveis pelo transporte de lipideos). Os anticorpos também sdo denominados
Imunoglobulinas (lg), ressaltando a funcdo que eles desempenham no sistema imunolégico
[70]. Os anticorpos atuam no organismo, principalmente, como sinalizadores de agentes
estranhos as células do sistema imune. O reconhecimento desses agentes ocorre de forma muito
eficaz, pois 0s anticorpos sdo capazes de aderir a alvos especificos com elevada precisdo. Essa
especificidade tem sido empregada em muitos sistemas onde 0s anticorpos atuam com
carreadores de farmacos. Alguns trabalhos tém investigado, por exemplo, a viabilidade do
acoplamento de fotossensibilizadores a anticorpos ou fragmentos de anticorpos especificos
contra receptores de células tumorais [6], [71]. Esse acoplamento pode ajudar a resolver o
problema da inespecificidade de algumas moléculas fotossensibilizadoras para alvos desejados,
de forma que, ao serem transportados, os fotossensibilizadores, ficam aderidos apenas ao alvo,
0 que pode reduzir ou impedir os danos as celulas vizinhas, diminuindo assim seus efeitos
colaterais. Existem também muitos estudos in vivo que vém comprovando o aumento da
seletividade da acdo fotodindmica de moléculas fotossensiveis, na PDT anticancer, quando

acopladas com anticorpos [72]-[74].

3.2. Meso-porfirinas

A Figura 11 apresenta a estrutura molecular das porfirinas meso-tetrakis(p-sulfonatofenil)

e meso-tetrakis(4-metilpiridil) que foram utilizadas nos estudos apresentados neste capitulo.
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Figura 11: estruturas das porfirinas TPPS4 a) e TMPyP b).

A porfirina TPPS4 (Figura 11a) é um composto anidnico, de origem sintética, com boa
solubilidade em meio aquoso e que tem sido empregada com sucesso em terapia fotodindmica
contra o cancer e microrganismos [75], [76]. A TPPS, apresenta altos rendimentos quanticos
de formacéo de estado tripleto (@1 =0,78) [77] e de producéo de oxigénio singleto (@, = 0,62
) [78], caracteristicas importantes para 0s objetivos desse trabalho.

A porfirina TMPyP (Figura 11b) é catibnica e também apresenta boa solubilidade em
meio fisiologico e ainda possui baixa tendéncia de agregacéo tanto em meio aquoso quanto em
solventes organicos [79]. Essa porfirina também apresenta alto rendimento quantico de
formacéo de estados tripletos ¢, =0,77 [80] e de oxigénio singleto (&, =0,74) [81]. O
potencial fotodinamico da TMPyP tem sido aplicado com sucesso na inativacdo de fungos e
outros micro-organismos, como bactérias Gram-negativas, onde a sua natureza cationica €

decisiva nesse processo [82], [83].

3.3. Materiais e Métodos

As porfirinas TPPS4 e TMPyP foram adquiridas da empresa Porphyrin Products Inc. A
albumina de soro bovino (BSA) foi obtida da Sigma-Aldrich e utilizada como comprada. Os
anticorpos foram selecionados e purificados pelo grupo do Prof. Dr. Guilherme Rocha Lino de

Souza, no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Goiés. As solucbes



45
experimentais foram inicialmente preparadas em tampdao fosfato (pH 7,4). As concentragoes

dos compostos foram determinadas espectroscopicamente utilizando os seguintes coeficientes
de absorgdo molar: gpar =23-10°Mlem™  [84], &lit>: =13-10* M em™[85],
ot =4238-10* M 'em™[86] e £.3,., =21-:10° M “cm ™ [86].

Foi utilizada a técnica de supressdo de fluorescéncia para avaliar as interacdes entre as
proteinas e porfirinas em diferentes temperaturas e, dessa forma, obter as caracteristicas
termodinamicas da ligacdo. Nas experiéncias de supressdo de fluorescéncia, aliquotas de
solugdes estoques das porfirinas foram adicionadas a solugdes de anticorpos e BSA com
concentragdes fixas. Os todos os espectros de fluorescéncia foram monitorados na faixa de 290
a 480 nm, com comprimento de onda de excitagdo Aexc= 280 nm. Todos os valores apresentados
sdo medias, obtidas a partir de trés experimentos independentes e todas as medidas de
fluorescéncia foram corrigidas devido ao efeito de filtro interno. As medidas de absorcdo
UV/Vis foram realizadas com um espectrofotometro Hitachi U-2900 e as medidas de
fluorescéncia em um Fluorimetro Hitachi F-7000. Foram empregadas cubetas de quartzo com

quatro faces polidas e caminho 6ptico de 1 cm.

3.3.1 O efeito de filtro interno

A intensidade de fluorescéncia observada em uma amostra depende ndo somente da
absorcdo no comprimento de onda de excitacdo, mas também da geometria de iluminacdo da
amostra e dos caminhos épticos percorridos pela luz na excitacdo e na emissao. A geometria
comumente utilizada é a incidéncia de luz na face da cubeta sob um angulo reto, geometria
também empregada neste trabalho.

Considerando que a luz que excita a amostra é direcionada ao centro da cubeta, parte
dessa luz é absorvida pela amostra ao longo do caminho Optico percorrido da face até o centro

da cubeta. Da mesma forma, parte da luz que é emitida a partir do centro da amostra pode sofrer
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absorc¢do ao longo do caminho dptico do feixe de emissdo (Figura 12). Essas atenuacdes que

ocorrem na excitacdo e na emissdo sdo conhecidas como efeito de filtro interno.

Direcio de detecciio

1 da emissio

Direcao de incidéncia
da luz

Figura 12: representacdo da luz incidindo sob um
angulo de 90° com a face da cubeta.

Sabendo disso, a intensidade de fluorescéncia pode ser corrigida (F_, ) em termos da

corr

intensidade de fluorescéncia observada ( F,,.) atraves da relacéo [35], [87]:

obs

ex lex + Aem lem
Fon = F -10[%j >4

corr obs

Nessa equagdo, A, é a absorbancia no comprimento de onda de excitagdo, I, é o

ex

caminho 6ptico ao longo da dire¢do de excitacdo enquanto que A, e I, Sd0 0s respectivos

parametros para a emissdo. A Equacdo 3.1 ndo ¢é adequada para amostras muito concentradas,
porém ela é apropriada para os valores de concentracdes utilizados neste trabalho. Existem
alternativas mais sofisticadas de correcdes de filtro interno quando néo é possivel trabalhar nos

limites de validade da Equacdo 3.1, isto é, baixa concentra¢do ou caminho Optico curto [88].

3.4. Resultados e discussoes

3.4.1 Supressdo da fluorescéncia intrinseca da BSA pelas porfirinas TMPyP e TPPS,
As caracteristicas de absorcdo e emissdo intrinseca das proteinas sdo devidas a trés tipos

de residuos de aminoacidos aromaticos: tirosina (Tyr), triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe).
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Quando excitamos as proteinas em Lexc=280 nm, que foi 0 comprimento de onda de excitacéo
utilizado neste trabalho, a emissdo observada é devida principalmente aos residuos de
triptofano, pois além de possuir maior absor¢do em 280 nm, o seu rendimento quéntico de
fluorescéncia também é muito maior que os rendimentos quanticos de fluorescéncia dos
residuos Tyr e Phe [35]. A Figura 13 apresenta as supressdes da fluorescéncia intrinseca da

proteina BSA pelas porfirinas TPPSs e TMPYP a temperatura ambiente.

—~ 5
c:tsé ] a) 299 K ’c-cs\ 5 299 K
o 44 > BSA (2,0umol/L) = ] b) BSA (2,0pmol/L)
S o 4]
o 3
X 31 BSA + TPPS, (L5 pmol/L) 3 1 BSA + TMPyP (2,0 pmol/L
S, 5 .
Y— =
8 ®
w 11 S 11
c 2 ]
%J 0 E 0-
300 350 400 450 500 — 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 13: supressdo da fluorescéncia (2exc=280 nm) da BSA com o aumento das concentrac6es das porfirinas

TPPS4 a) e TMPyP b) em temperatura ambiente.

As emissdes decrescem continuamente com a adi¢do das porfirinas sem qualquer
alteracdo significativa no perfil espectral. Foram realizadas, adicionalmente, as supressdes de
fluorescéncia da proteina BSA nas temperaturas de 293 K, 304 K, 309 K e 313 K (ndo mostrado)
e também ndo foram observadas mudancas nos perfis dos espectros. 1sso sugere que ndo ha
alteracdes na conformacdo da macromoléculas protéica; o ambiente (polaridade) nas
proximidades dos residuos fluorescentes permanece praticamente inalterado na presenca de
varias concentragcdes de TMPyP e TPPS, [89].

Os gréficos de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia da proteina BSA pelas

porfirinas, em diferentes temperaturas, apresentados na Figura 14, mostram um perfil linear.



48

2,2 1
2,0
1,8+
w 1,64
LLO 4
1,4
1,2

1,0

0,0 4,0x10" 8,0x10" 1,2x10° 1,6x10° 00 50x107 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10°
[TPPS,] mol/L [TMPyP] mol/L

Figura 14: gréficos de Stern-Volmer para as supressoes de fluorescéncia da albumina por TPPS, a) e
TMPyP b).

Os gréaficos de Stern-Volmer para a albumina, apresentados na Figura 14a e 14b, foram
ajustados pela Equacdo 2.18, e os valores da constante de supressdo estdo apresentados na
Tabela 1. Como foi discutido na Se¢édo 2.6, 0 comportamento da constante de supressdo com a
temperatura indica o tipo de mecanismo de supressdo que pode estar ocorrendo (estatica ou
dindmica). Na Tabela 1, os valores de K paraa TMPyP crescem com 0 aumento da temperatura
enquanto que para a TPPS4 diminuem, indicando, dessa forma, que 0 mecanismo de supresséo
é dindmico para a TMPYP e estéatico para a TPPSa.

Apesar da incrivel versatilidade de ligacdo da albumina com diversos tipos de estruturas,
essa biomolécula carreadora ndo adsorve moléculas aleatoriamente a sua superficie. Ao invés
disso, existem sitios de ligacdo altamente especificos para uma variedade de tipos moleculares
[90]. A estrutura da BSA apresentada na Figura 15 mostra trés grandes dominios
estruturalmente similares, denominados de I, 11 e I11, e cada dominio contém dois subdominios,
classificados como A e B. A albumina bovina possui dois fragmentos de triptofano
denominados Trp-134 e Trp-212, localizados nos subdominios 1A e 1A, respectivamente, como

mostrado na Figura 15. A maioria dos compostos transportados pela BSA se liga em sitios
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dentro dos subdominios IB, IlA e IllIA, conhecidos como sitio heme, sitios | e Il de Sudlow

respectivamente [91].

Tabela 1: parédmetros da interacdo entre TMPyP e TPPS, com
BSA: constante de supressdo K, variacao da energia livre de
Gibbs AG, variagdo da entalpia AH, variagcdo da entropia e

distancia doador-receptor Iy .

T (K)
TMPYP
K/10* AG AH AS o
(L/mol) (kI/molK) (ki/imol) (kI/molK)  (A)
293 8,96 27,8 1,54 0,089 11,2
298 9,19 28,3 3,28 0,105 11,2
303 9,42 28,9 7,94 0,121 11,3
308 9,89 29,5 1245 0136 108
313 11,1 -30,2 16,82 0,150 11,1
T (K)
TPPS,
K/105 AG AH AS eo
(L/mol) (kI/molK) (ki/mol) (kImolK) (&)
293 7,61 -33,0 7,13 0,136 7.9
298 7,70 33,6 2,01 0,106 8,2
303 7,33 34,1 -10,8 0,076 8,3
308 6,82 34,4 19,4 0,048 8,4
313 5,76 34,6 27,7 0,022 8,0

O sitio heme é o local de ligacdo para o grupo heme (protoporfirina 1X), um composto

envolvido no transporte de oxigénio pelo organismo. Por outro lado, o sitio | é identificado

como o local de ligacdo de compostos heterociclicos grandes, enquanto que o sitio Il mostra

preferéncia por acidos carboxilicos aromaticos pequenos [90]. O sitio heme é uma cavidade

hidrofobica localizada préxima ao Trp-134 e o sitio | € uma arcabouco onde a distribuicao dos

residuos de aminoacidos conduz a uma superficie hidrofébica de um lado e a uma superficie

carregada positivamente no outro [90]. Dessa forma, acreditamos que o sitio | de Sudlow pode

ser o principal local de ligacdo para porfirina anidnica TPPS4, pois este € um composto com

carga compativel para esse sitio e, além disso, a supressao de fluorescéncia promovida por essa

porfirina pode estar diretamente relacionada ao Trp-212, localizado no sitio | de Sudlow. Em
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um estudo detalhado, utilizando técnicas espectroscopicas, Andrade e colaboradores
apresentaram resultados que indicam que o sitio | é o local de ligagdo da porfirina TPPSs a
proteina HSA [93]. Além disso, outros trabalhos recentes também sugerem a interacdo de

porfirinas anibnicas com a BSA através do sitio | [94], [95].

( Trp - 134 Sitio heme

Figura 15: representacdo da albumina de soro bovino (BSA),
destacando a localizacdo dos residuos de triptofano.
Adaptado de [92].

Quanto a porfirina catibnica TMPYP, acreditamos que o seu local de ligacdo na BSA nédo
pode ser o sitio I, devido a sua carga positiva. Além disso, se essa porfirina também ocupasse
o0 sitio I, ndo seria observada a evidente discrepancia entre seus valores de constantes de
supressdo e os valores de K para a porfirina TPPS4 (Tabela 1). Em um trabalho sobre a interagéo
de uma porfirina catiénica com a proteina BSA, Chang-Qing e colaboradores mostraram que,
de fato, existe um local de ligacdo para essa porfirina proximo ao Trp-134 [96]. Outros trabalhos
recentes, também sugerem a ligacao de porfirinas catibnicas em sitios mas préximos ao Trp-

134, inclusive no sitio heme [20], [97], [98]. Dessa forma, acreditamos que a porfirina TMPyP
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provavelmente ocupe o sitio heme no subdominio IA, de tal maneira que, a sua distancia ao
Trp-134 seja maior que a distancia entre a TPPSs e 0 Trp-212, resultando em uma menor
eficiéncia de supressdo, quando comparada com a TPPS4. No entanto, o evidente aumento da
taxa de supressao com o aumento da temperatura (Tabela 1) para a porfirina TMPYP, ressalta a
importancia do mecanismo dindmico na supresséo, o que pode estar associado com as colisdes
entre as porfirinas livres na solucdo e a proteina, um vez que o Trp-134 se localiza na superficie
da BSA e, dessa forma, pode ter a sua fluorescéncia suprimida também pelo mecanismo
dinamico.

Os graficos de van’t Hoff, que mostram a variacdo da constante de ligagdo com a
temperatura para as interacdes das porfirinas com a BSA estdo apresentados na Figura 16, e 0s
parametros termodinamicos obtidos através dos ajustes dos dados experimentais e das Equac6es

2.31, 2.45, 2.49 e 2.50, sdo mostrados na Tabela 1.

13,6
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a) TMPyP
13,5
- TPPS th
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11,5-
13,34 BSA .
11,41 .
13,2 T T T T T T
0,0032 0,0033 0,0034 0,0032 0,0033 0,0034
UT (K™Y UT (K™

Figura 16: gradficos de van 't Hoff para a ligagdo das porfirinas TPPSs a) e TMPYP b) com a BSA.

Valores negativos para a variacdo da energia livre de Gibbs (4G) indicam um processo
de ligacdo espontaneo de ambas as porfirinas com a macromolécula protéica. Por outro lado,
valores de 4S e AH, ambos positivos, correspondem a um mecanismo hidrofébico na interagdo
proteina-ligante [47], enquanto que as interagdes eletrostaticas sdo caracterizadas por A4S

positivo, juntamente com valores negativos de AH.
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Os parametros termodindmicos apresentados na Tabela 1 sugerem que a interagdo
eletrostética desempenha um papel principal na ligacdo da TPPS4 com a BSA, enquanto que a
interacdo hidrofébica parece ser a forca predominante na ligacdo da TMPyP com a albumina.
A interacdo eletrostética da porfirina TPPS4 pode estar associada com a distribuicdo de carga
dentro sitio | de Sudlow, onde uma das paredes internas desta cavidade possui carga
predominantemente positiva. InteracGes eletrostética, tem sido observada em estudos de
interacdo porfirinas anionicas, inclusive a TPPS4[93], [94], [99]. Por outro lado, a interacéo
hidrofobica entre a porfirina TMPyP e a albumina deve ser investigada melhor por outras vias.
Andrade e Costa relataram interacdes eletrostaticas e hidrofébicas para as porfirinas TPPS4 e
TMPYP respectivamente, em um trabalho sobre a interacdo dessas porfirinas com duas
proteinas carreadoras do sangue (BSA e BLG) [99], no entanto, existem também relatos de
interacdes eletrostaticas entre a porfirina cationica e a BSA, 0 que parece ser mais intuitivo
[97], [100].
De forma esquematica, a Figura 17 ilustra o processo de transferéncia de energia (FRET)
e seu respectivo diagrama de Jablonski entre uma proteina e uma molécula receptora, decorrente
da excitacdo dos residuos de triptofanos da proteina.

Excitaciio (a)

—A——
S FRET
| = S
| —+X—
] 1
| i
: !
@] @ r ()
: i
! 0
¥ —— So
QAQ — L%
HH W S
Z;"J" 0 — Y Receptor
Receptor Triptofano

Figura 17: representacio esquematica da excitacdo dos residuos de triptofano (a), as relaxacoes

vibracionais (b), emissao fluorescente do triptofano (c) e a emissdo do receptor (d). Adaptado de [101].
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No diagrama de niveis de energia da Figura 17 estdo ilustrados 0s processos de absor¢ao

da luz pelo triptofano (a), as suas relaxagdes vibracionais (b) e emissdo fluorescente (c). O

diagrama evidencia também a necessaria sobreposi¢do entre os niveis de energia do doador e
do receptor para que FRET ocorra e a emissao do receptor (d).

Como existe uma importante sobreposicdo entre o espectro de emissdo da proteina e o
espectro de absorcéo das porfirinas, a supressao pode estar associada ao mecanismo de FRET.
A sobreposicédo entre os espectros de emissdo do doador (BSA) e o0 espectro de absor¢do em
termos de coeficiente de absor¢do molar do receptor (porfirinas), em temperatura ambiente,
estdo apresentadas na Figura 19. Os valores para a distancia entre o doador e o receptor,
calculados pela Equacdo 2.81, estdo apresentados na Tabela 1.

De forma pictorica, a visdo frontal da BSA pode ser representada por um triangulo
equilatero de 8 nm de lado e 6,9 nm de altura enquanto que a sua espessura € de 3 nm conforme

ilustrado na Figura 18 [102].

Figura 18: dimensdes da BSA. Adaptado de [103]

Os valores de r,, apresentados na Tabela 1 sdo compativeis com as dimensdes da BSA
mostradas na Figura 18. Além disso, as distancias r., para a porfirina TMPyP séo ligeiramente

maiores que os valores de r,, para TPPSs. Este fato pode estar associado ao provavel local de
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ligacdo da TMPyP na BSA; onde a sua distancia ao Trp-134 é maior que a distancia entre a
TPPS4 e 0 Trp-212, conforme foi discutido previamente.
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Figura 19: sobreposigOes espectrais entre a emissdo da BSA e o espectro de absorc¢éo molar das
porfirinas TPPSs a) e TMPYP b).

3.4.2 Supressdo da fluorescéncia intrinseca dos anticorpos pelas porfirinas TMPyP e
TPPS,
A Figura 20 apresenta as supressdes da fluorescéncia intrinseca dos anticorpos pelas

porfirinas TPPS4 e TMPYP a temperatura ambiente.
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Figura 20: efeito do acréscimo das concentracdes das porfirinas TPPSs a) e TMPyP b) sobre a

emissdo (exe=280 nm) fluorescente da proteina Ig em temperatura ambiente.
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As supressdes de fluorescéncia ndo apresentam qualquer alteragdo no perfil espectral,
sugerindo que também ndo h& alteragbes na conformagdo dessa proteina na presenca das
porfirinas. Foram realizadas, adicionalmente, as supressdes de fluorescéncia dessa proteina nas
temperaturas de 293 K e 313 K (ndo mostrado) e também nédo foram observadas mudancgas nos
perfis dos espectros [89].

Os gréficos de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia da proteina Ig, em

diferentes temperaturas, apresentados na Figura 21, mostram um desvio de linearidade positivo.
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Figura 21: gréficos de Stern-Volmer para as supressdes de fluorescéncia de Ig por TPPS, a) e

TMPyP b) com os respectivos graficos de Hill-Langmuir (inset).

Em geral, para interpretar os dados de supressdo de fluorescéncia, utiliza-se as equacoes
2.12 ou 2.18. Um gréfico linear de Fo/F versus [Q], geralmente sugere que todas as moléculas
fluorescentes sdo acessiveis aos supressores e apenas um mecanismo de supressao (estatico ou
dindmico) ocorre, enquanto que, desvios de linearidade, como os mostrados na Figura 21,
sugerem interacdes mais complexas. Esses desvios podem estar associados a ocorréncia de

ambos 0s mecanismos de supressdo (estatico e dinamico) ou ainda indicar que a supressao é
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devida a interacGes com estequiometria diferente de 1:1 [104], [105]. Se ambos os mecanismos
s8o responsaveis pela supressao, é esperada uma curva de tendéncia polinomial quadrética para
o gréfico de Stern-Volmer. De fato, ndo foi possivel ajustar os dados experimentais referentes
aos anticorpos, apresentados nas Figuras 21a e 21b, por um modelo quadratico, excluindo dessa
forma, a possibilidade de ocorréncia dos dois mecanismos simultaneamente. Por outro lado, os
insets das Figuras 21a e 21b mostra que os dados de supresséo de fluorescéncia foram ajustados
pelo modelo de Hill-Langmuir (Eg. 2.25) sugerindo, dessa forma, que ha mais de um sitio de

ligagéo para as porfirinas nos anticorpos.

Os valores de K referentes a supressao da fluorescéncia das Ig pelas porfirinas, obtidos a
partir ajuste dos gréaficos de log[(Fo- F)/F] versus log[Q] (insets das Figuras 21a e 21b) estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: parémetros da interagéo entre TMPyP e TPPS4 com Ig.

T (K)
TMPyP
K/10° AG AH A8 Ieo
(MY (kd/mol.K) (kd/mol) (kJ/molK) (A)
283 4,90 -30,8 1,01 0,112 6,8
299 4,24 -32,2 -13,1 0,064 6,8
313 3,01 -32,8 24,2 0,027 7.3
T (K)
TPPS,
K/108 AG AH A4S Izo
(M1 (kd/molK) (kd/mol) (kJ/mol.K) (A)
283 1,32 -33,1 32,6 0,23 5,8
299 3,04 -37,0 40,0 0,26 6,4
313 6,62 -40,8 45,9 0,28 6,0

Os valores de constante de ligacdo para as interacfes proteina-ligante sdo fortemente
dependentes das concentracbes e de fatores ambientais [1], por isso, a supressdao de

fluorescéncia da proteina Ig pelas duas porfirinas foram mantidas, praticamente, sob as mesmas
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condigdes para viabilizar o confronto entre as afinidades. Os valores de K apresentados na
Tabela 2 mostram que a porfirina anidnica TPPS4 possui maior afinidade pelos anticorpos em
comparagdo com a porfirina catibnica TMPyP. Além disso, a dependéncia dos valores de
constante de ligacdo com a temperatura, apresentados na Tabela 2, mostra que o mecanismo de
supressao da fluorescéncia de Ig pela porfirina TMPyP é estatico, enquanto que para a porfirina
TPPS4 é dinamico.

Os graficos de van’t Hoff para a ligacdo das porfirinas com Ig estdo apresentados na

Figura 22 e os parametros termodinamicos obtidos dos ajustes, sdo mostrados na Tabela 2.
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Figura 22: graficos de van’t Hoff para a ligagdo das porfirinas com Ig.

Né&o temos elementos suficientes para precisar o possivel local de ligacéo das porfirinas
nos anticorpos. Porém, as discrepancias entre os valores de constante de ligacdo para as
porfirinas TMPyP e TPPS,, apresentados na Tabela 2, indicam que essas moléculas ocupam
locais distintos na proteina Ig. A porfirina TMPyP provavelmente, ocupa algum local com carga
predominantemente negativa devido as interacdes eletrostaticas entre essa porfirina e 0s
anticorpos. Tanto o perfil energético como 0s mecanismos de supressdo (estatico/dindmico),
para as interacGes lg-porfirinas, apresentado na Tabela 2, é o oposto do observado para as
interacdes BSA-porfirinas, apresentado na Tabela 1. Por outro lado, a porfirina TPPS4 possui

maior afinidade tanto pela BSA quanto pela Ig, apesar do perfil energético da interacdo TPPS,-
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Ig sugerir que as forgas hidrofébicas sdo responséaveis por estabilizar esse complexo, o que

necessita de um melhor investigagéo por outras vias.

A sobreposicéo entre os espectros de emissdo do doador (Ig) e o espectro de absor¢do em
termos de coeficiente de absor¢do molar das porfirinas, em temperatura ambiente, utilizada nos

célculos de FRET, estdo apresentadas na Figura 23 e os valores de r., estdo apresentados na

Tabela 2.
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Figura 23: sobreposicdes espectrais entre a emissao da Ig e o espectro de absor¢cdo molar das
porfirinas TPPS, a) e TMPyYP b).

A Tabela 2 mostra que as distancias r., entre os residuos fluorescentes da proteina Ig e
as duas porfirinas ndo possuem diferencas significativas. Por outro lado, o confronto dos valores
de ry, paraaproteina Ig (Tabela 2) com os valores desse mesmo parametro para a BSA (Tabela
1) mostra que, de forma geral, a supressao dos residuos fluorescentes dos anticorpos ocorre a
uma distancia menor, indicando que esses residuos estdo mais expostos as porfirinas. E

importante ressaltar também que os valores de ry, para 0s anticorpos sdo compativeis com as

dimensGes tipicas de uma Ig (=10 nm) [106].

A Figura 24 representa esquematicamente uma IgG que € o isétipo de anticorpo utilizado
neste trabalho. Essa molécula é constituida por uma estrutura basica simétrica formada por duas

cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas também idénticas, onde, ao longo de toda a sua
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estrutura existem unidades homdlogas repetidas denominadas dominios do anticorpo. Tanto a
cadeia leve quanto a pesada possuem uma regido aminoterminal, que participa do
reconhecimento antigénico, e uma regido carboxiterminal que esta associada principalmente ao

reconhecimento do anticorpo pelas células do sistema imune [70].

Sitios de ligagdo Sitios de ligagao
com o antigeno com o antigeno

wr\s Hns
“3 \ Dobradiga Vy ’VA{; Porgdo amino-
terminal
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i e . Por¢ad carboxi-
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Figura 24: estrutura esquematica de um anticorpo. Nessa figura esté@o
representados os dominios variaveis das cadeias leves (light - V) e pesados
(heavy - Vi) bem como os dominios constantes das cadeias leves (light - C.) e
pesadas (heavy - Cn). Estao representados também as por¢des Fab (regido de
reconhecimento da 1gG pelas células do sistema imune) e F. (regido de

reconhecimento do antigeno). Adaptado de [107].

E possivel observar poucas alteracdes na estrutura molecular fora das regides de
reconhecimento antigénico (dominios constantes Cx e C). Por outro lado, existe uma enorme
variabilidade na conformacdo molecular dos locais de ligacdo ao antigeno (dominios variaveis
VH e VL). A hipervariabilidade dessas regides, também denominadas “Complementarity
Determining Regions — (CDRs)” confere aos anticorpos o poder de reconhecer qualquer corpo

estranho ao organismo [70].



60

A maior parte dos trabalhos que exploram o potencial de entrega dirigida de farmacos

pelos anticorpos visam a obtencdo de imunoconjugados (farmaco-anticorpo) através de ligacdes
covalentes [73], [74], [108], [109]. No entanto, a possibilidade de construcdo desses
imunoconjugados por meio das interagdes intermoleculares ainda é pouco investigada. Apenas
alguns trabalhos relatam estudos de interacBes de farmacos potencialmente anticancerigenos
com anticorpos através de técnicas de supressao de fluorescéncia e docking molecular, onde foi
demostrado a ligacdo dos farmacos principalmente nas regifes Fab dos anticorpos [110]-[112].
Dessa forma, é clara a necessidade de investir esforcos nos estudos de interagbes farmacos-

anticorpos.

3.5. Conclusoes

Os resultados obtidos neste capitulo mostraram que, de fato, as porfirinas catiénica
TMPYP e anibnica TPPS4 interagem de forma efetiva com as duas biomoléculas (Ig e BSA).
Os estudos de supressao de fluorescéncia indicaram que a estequiometria da interacdo 1g-
porfirinas é diferente de 1:1 enquanto que para a interacdo BSA-porfirinas a estequiometria é
de 1:1. Além disso, os parametros obtidos dos estudos de transferéncia de energia ressonante
de Forster, indicaram que os residuos fluorescentes das proteinas ndo sao diretamente acessiveis
as porfirinas e, de fato, a supressdo ocorre por um mecanismo de longo alcance. Tem sido
relatado a ocorréncia de supressao de fluorescéncia intrinseca de proteinas via mecanismo de
transferéncia de energia de longo alcance (FRET) [113]-[115]. O perfil energético das
interacdes Ig-porfirinas mostrou que a estabilidade do complexo Ig-TMPyP é mantida
principalmente por interacdes eletrostaticas enquanto que para 1g-TPPSs as interacGes

hidrofobicas sdo predominantes.

As constantes de ligacdo mostraram que a porfirina anibnica TPPS4 possui maior

afinidade, tanto pelos anticorpos quanto pelas albuminas, em comparagdo com a catidnica
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TMPyP. Os parametros termodindmicos mostraram que a porfirina TPPSs; interage
principalmente por forcas eletrostaticas com a BSA, enquanto que as interagdes hidrofobicas
sdo predominantes na formacdo do complexo BSA-TMPyP. Este cenario de forgas
intermoleculares indicou, portanto, que a porfirina TPPS4 pode estar interagindo com a BSA
através do sitio | de Sudlow que é um local de ligacdo conhecido para moléculas heterociclicas
anibnicas grandes [90], equanto que a porfirina catidnica TMPYP pode estar interagindo através

do sitio heme.

Por fim, acreditamos que os resultados apresentados neste capitulo podem contribuir com
eventuais aplicacOes das porfirinas TMPyP e TPPS4 em terapia fotodinamica, pois uma melhor
compreensdo das interacOes dessas porfirinas com BSA é parte obrigatdria dos estudos da
farmacocinética dessas moléculas. Além disso, as investigacdes sobre as interacBes com
anticorpos lanca as bases para constru¢ao de um potencial sistema carreador dessas porfirinas,

contribuindo, dessa forma, para uma maior efetividade na PDT, com menos efeitos colaterais.
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Capitulo 4 : Estudo das interactes de porfirinas com

nanoparticulas magnéticas biocompativeis

4.1. Introducéo

Com o objetivo de melhorar a eficicia e seguranca dos sistemas de entrega e liberacao de
medicamentos, diferentes nanomateriais, visando aplicacdes biomédicas, tém surgido. Entre
eles, as nanoparticulas magnéticas (magnetic nanoparticles - MNPs) vém recebendo muita
atencdo [116]-[118]. As MNPs obtidas a partir de 6xidos, como magnetita e maghemita,
exibem caracteristicas particulares, como tamanho ultrafino, biocompatibilidade e propriedades
magneéticas interessantes para uso em aplicacfes de entrega de farmacos [117], [118]. Essas
nanoparticulas magnéticas constituem fluidos magneticos biocompativeis, que formam um
coloide magnético que também pode ser usado em um modalidade terdpica conhecida com
hipertermia magnética local (HPT) [10], [11]. Na HPT, um campo magnético externo alternado
é utilizado para promover um aumento na temperatura local (~ 42 - 44°C) e causar a destruicao
seletiva de células e tecidos [10], [11].

Recentemente, tem surgido diversos sistemas que combinam porfirinas com
nanocompoésitos com o fim de utilizd-los como potenciais sistemas de diagndstico e/ou
terapéuticos contra tumores e outras doencas [8], [9]. Nowostawska e colaboradores [119]
sintetizaram um novo nanoconjugado porfirina-magnetita multimodal (magnético e
fluorescente) para produzir imagens de sistemas bioldgicos. Zao e colaboradores [120] usaram
um novo nanocomposito de porfirina TPPS4 com nanocomponentes de TiO2> como um sistema
de bio-imagem, além de agente terapéutico fotodindmico para tratar artrite reumatoide. Além
disso, foi demostrado em trabalhos anteriores, que a porfirina TPPSs encapsulada em
nanomateriais de ZnO aumentou a geracdo de oxigénio singlete [121] e a atividade

fotobactericida dos nanobastdes de ZnO [122].
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A acdo combinada de HPT e PDT tem sido proposta nos Gltimos anos [123]-[125]. Ja foi
demostrado, utilizando-se uma nanoemulsédo magnética contendo nanoparticulas de maghemita
e um farmaco fotossensibilizador, que as propriedades fotofisicas tais como rendimento
quantico de formacgdo de estados tripletos do fotossensibizador ndo se alteraram, sendo
excelentes para aplicacfes em terapia fotodindmica e hipertermia local [126]. As nanoparticulas
de maghemita (y-Fe>O3) também tém despertado um interesse particular, pois podem ser
potenciais agentes para tratamento de cancer por meio de hipertermia magnética [127]. Além
disso, Kyoung e colaboradores [128] demonstraram 0 sucesso do uso de conjugados de
nanoparticulas de magnetita e fotossensibilizadores em uma combinacdo de terapia
fotodindmica e hipertermia com eficacia aumentada contra o cancer.

Dessa forma, neste capitulo, propomos um sistema que combina as acdes de entrega
dirigida de farmacos, fotodiagndstico e terapia numa mesma plataforma. Especificamente,
estudamos a interagdo da porfirina TPPSs com a nanoparticulas de y-Fe.Oz utilizando
espectroscopia de absor¢do UV/vis e fluorescéncia. Conseguimos descrever a dindmica de
incorporacdo dessa porfirina na nanoparticula e obter os parametros de ligacdo. Os resultados
mostraram a efetiva ligacéo entre a porfirina e a nanoparticula, de forma que, esse sistema pode
ser um potencial nanoconjugado para uso em entrega dirigida de farmacos e/ou em aplicactes
gue combine as terapias PDT e HPT. Além disso, as propriedades fluorescentes da porfirina
TPPSs pode ser empregada como uma a sonda fluorescente para fotodiagnostico. Essa
combinacgdo pode funcionar de maneira sinérgica, o que pode levar a um aumento do dano no

tecido alvo ap6s doses minimas de dissipacdo de calor e fotossensibilizacdo a luz visivel.

4.2. Materiais e métodos

Foi utilizada a porfirina aniénica de base livre TPPS4 cuja estrutura e origem foram

apresentadas previamente. E bem conhecido que o anel central da porfirina TPPS4 pode ser
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protonado em um ambiente acido [129]-[131]. Em particular, essa porfirina possui um valor de
pK préximo de 5,0, isto &, se encontra na sua forma ndo protonada para valores de pH> 6,0 e
na forma diprotonada a pH <4,5. Os valores de pH e o0 estado de protonagédo podem ser ajustados
pela adicdo de quantidades apropriadas de HCIl ou NaOH a solugdo estoque.

Os fluidos magnéticos contendo nanoparticulas de maghemita dispersas em agua foram
preparados a partir da oxidacdo de magnetita, as quais foram sintetizadas pela equipe do
professor Dr. Andris Figueiroa Bakuzis do Instituto de Fisica de UFG pelo modo de co-
precipitacdo como descrito na referéncia [132]. As nanoparticulas magnéticas de maghemita
(MNPs) constituem um fluido magnético idnico, cuja carga superficial é definida pelo pH da
solucgéo. Nos estudos deste capitulo, o pH &cido (proximo de 4,0) foi escolhido, pois as MNPs
idnicas sdo altamente estaveis neste valor de pH [133] e além disso, o estado protonado da
porfirina TPPS4 foi explorado.

A interag&o entre a porfirina TPPS4 e as MNPs biocompativeis foi monitorada através das
técnicas de absorcdo UV/vis e espectroscopia de fluorescéncia em funcao de suas concentracdes
relativas. Os espectros de absorcdo UV/vis foram obtidos utilizando um espectrofotémetro
Beckmann DU640 UV-Vis, e os espectros de emissdo foram medidos utilizando um
espectrofluorimetro Fluorolog-3 (Horiba Jobin Yvon Inc). Todas as medidas foram realizadas
em temperatura ambiente (~ 27°C). Além disso, todas as medidas de florescéncia foram

corrigidas devido ao efeito de filtro interno (Secdo 3.3.1).

4.3. Resultados e discussdes

4.3.1. Caracterizacao fotofisica da porfirina TPPS4
Como ja foi mencionado os nitrogénios dos anéis pirrdlicos central da porfirina podem

ser diprotonados, 0 que causa mudancas em suas propriedades fotofisicas [129]. A Figura 25
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apresenta 0s espectros de absor¢do e emisséo da porfirina TPPSs em ambas as formas, néo-

protonada e diprotonada.
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Figura 25: espectros de absorcéo a) e espectros de emisséo de
fluorescéncia b) da porfirina TPPS4 na forma diprotonada
(pontilhado) e ndo-protonada (linha sélida). O inset em a) mostra

as bandas Q de ambas as formas com mais detalhes.

E bem conhecido que o espectro de absorcdo da TPPS4 apresenta suas principais bandas
em duas regides: a banda B (banda Soret) localizada entre 380 e 450 nm, e as bandas Q entre

500 e 650 nm. A protonagéo do anel central da TPPS4 provoca um desvio para o vermelho na
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banda Soret e as bandas Q sdo drasticamente modificadas. Além disso, os dois picos observados
no espectro de emissdo de fluorescéncia para a espécie nao-protonadas (642 e 700 nm) séo
reduzidos a apenas uma Unica banda larga sem estrutura (672 nm) e um pequeno ombro
localizado na regido do vermelho. Esses resultados estédo de acordo com a literatura [129], onde
as modificacBes nas estruturas das bandas Q é um indicativo do aumento da simetria do anel

porfirinico [134].

4.3.2. Estudo da interacdo TPPS4-MNPs

A Figura 26 apresenta o efeito das nanoparticulas de maghemita nos espectros de
fluorescéncia da porfirina TPPSs diprotonada excitada em dois comprimentos de onda
diferentes. A Fig. 26a mostra o espectro de fluorescéncia apos excitacdo no comprimento de
onda correspondente a principal banda Q da forma diprotonada (640 nm), enquanto que a Fig.
26b, mostra a excitagdo na principal banda Q da forma nao-protonada (515 nm). Os insets
mostram a intensidade da fluorescéncia em funcdo da concentracdo de nanoparticulas.

Os resultados mostram que a adigdo de nanoparticulas provoca uma reducao significativa
na fluorescéncia da porfirina TPPS4 pronatada até sua completa extin¢do (inset da Fig. 26a).
Por outro lado, uma nova banda de emissao é formada quando a amostra é excitada a 515 nm,
0 que pode ser atribuido a desprotonacdo da TPPS. (Fig. 26b).

A Figura 27 mostra as alteraces nos espectros de absorcdo durante atitulacdo de MNPs
(de 0 a4 0,59 umol/L) na presenca e na auséncia da porfirina TPPS4 (10 umol/L), Figura 27a e
0 inset da 27a, respectivamente. A Figura 27a mostra que a adicdo de MNPs causa um aumento
na absorcdo na faixa de 480 - 750 nm, exceto por uma ligeira reducdo da banda Q (perto de 650
nm). No entanto, ndo ha alteracdes espectrais evidentes nos perfis do espectro UV/vis da TPPS,4
que indiquem a formacdo de agregados moleculares, 0 que mostra que a interacdo entre as

MNPs e as porfirinas ndo causa a formagéo desses agregados [135].
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Figura 26: espectros de emissdo da porfirina TPPS4 na presenca de
nanoparticulas de magnetita em dois diferentes comprimentos de onda
de excitagdo: 640 nm a) e 515 nm b). O inset mostra a intensidade de

fluorescéncia em fungdo da concentracéo de nanoparticulas.

A auto-agregacdo induz novos modos de vibracdo, comparados com as espécies
monoméricas, que estdo associadas aos movimentos relativos de mondmeros na estrutura

agregada [136]. Este efeito aumenta a probabilidade de dissipacdo de energia ndo radiativa
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reduzindo a geracéo de estados de tripletos, oxigénio singlete, a eficiéncia da acdo fotodinamica
e, consequentemente, € indesejavel para aplicacdes fotodinamicas [41], [85], [135]-[137].

A Figura 27b mostra a subtracdo dos espectros de absor¢do das MNPs (inset da Figura
27a) do espectro da solucdo contendo TPPS4 + MNPs (Figura 27a). Este conjunto de dados foi
chamado de [(MNP + TPPS) - MNP]. Os espectros [(MNP + TPPS) - MNP] mostram uma forte
reducdo da banda Q (centrada em 644 nm) e quatro novas bandas centradas em 520, 557, 593,
650 nm. E importante observar que o perfil dessas novas bandas é semelhante a forma néo
protonada da TPPS4 (Fig. 25a). Este resultados obtidos dos espectros de absor¢do estdo em
acordo com as medidas de fluorescéncia, confirmando a desprotonacéo da porfirina TPPS4 na
presenca de MNPs.

A Figura 27c resume as alteracGes observadas nos espectros de absor¢do da TPPS4 na
interacdo com as MNPs. A Figura 27c mostra os espectros da TPPS4 na presenca de MNPs
(TPPS + MNP) e na auséncia de MNPs (TPPS), apenas as MNP (MNP) e a subtracdo [(MNP
+ TPPS) - MNP] mostrada na Figura 27b.

A combinacdo do rendimento quéntico de fluorescéncia (&) com o rendimento de
formacdo de estados tripletos (&7) indicam o potencial de uma molécula para aplicacbes
teranosticas (propriedades fotodiagnosticas e fototerapéuticas combinadas) [138]. Ja foi
relatado anteriormente que a TPPS4 ndo protonada apresenta um rendimento quéntico de
fluorescéncia menor (0,16) do que sua forma diprotonada (0,37) [41]. Embora esta reducéo
ocorra, o sinal de fluorescéncia ainda é consideravel para aplicaces de fotodiagnostico. Por
outro lado, a TPPS4 ndo protonada apresenta uma maior formagdo de tripletos (0,77) em
comparacdo com a protonada (0,37), mostrando que é mais eficiente para aplicacdes em PDT.
A TPPS4 ndo protonada e diprotonada apresentam valores da soma & + @& iguais a 0,93 e
0,74, respectivamente, mostrando que, para TPPS ndo protonada, praticamente todos os fétons

absorvidos levam a fluorescéncia ou ao cruzamento intersistemas [138]. Assim, TPPS4 ndo
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protonada apresenta maior potencial para aplicacdes terandsticas quando comparada com a

diprotonada.

600 650 T00 750

Comprimento de onda (nm)

1.0
0.5 uM =
g
08 MNP: r i‘;
0uM -]
a = o .g
Comprimento de g
0.4 onda (nm) :'.E
02k
DD A L A A A L 1
=00 S50 600 8350 oo 730 500 550
Comprimento de onda (nm)
1.0
=-=TPPS (10 pmolL)
- = MNP {032 pmolT) + TFPS (10 pmolL)
0.8 |~ - MNP (0,39 pmolL)
*« —— (MNP + TPPS)- MNP
N c)
0.6

Absorbancia

o
-

o
%)

S00

550 600 850
Comprimento de onda (nm)

Figura 27: espectro da TPPS4 diprotonada (10 pumol/L) na presenga a) e na auséncia de

MNPs (inset de a)); subtragdo do espectro de absor¢do de MNPs do espectro da solucéo

de porfirina TPPS4 + MNPs b) e espectros comparativos da porfirina TPPSs NMPs e a

4.3.3. Parametros de ligacéo

interacao entre eles c).

Como ja foi mencionado (Secdo 2.7), os mecanismos de supressdo geralmente sao

classificados em estaticos e dindmicos, onde o processo de supressao dinamica resulta de
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colisdes entre o fluor6foro e o supressor, enquanto que, 0 processo de supressao estatica é
causado pela formagdo de um complexo no estado fundamental. A avaliacdo da afinidade entre
as moléculas de TPPSs e as MNPs pode ser realizada pela constante de supressdo de Stern-
Volmer (K) obtida de uma modificacdo da equacdo de Stern-Volmer (Equagéo 4.1) que pode
ser facilmente obtida introduzindo um termo que representa a fracdo da fluorescéncia do

fluoréforo que ndo pode ser suprimida (fa) [35], [139],

R 1,11 4.1

onde Fo e F e [Q] s&o os mesmos parametros definidos anteriormente. Se o K for conhecido,
também podemos determinar a constante supresséo bimolecular por kq = K/z, onde 7o € 0 tempo
de vida de fluorescéncia do fluoroforo na auséncia do inibidor. Como ja foi discutido na
introducéo desta tese, um gréafico de zo/r em funcéo de [Q] € um método padrdo para avaliar se
a supressdo é estatica ou dindmica. No entanto tem sido relatado que em sistemas onde a
supressdo estatica ocorre, kq geralmente exibe valores muito maiores do que 1 x 10%° L/mol.s,

que € um valor caracteristico para supressdes controladas por difusdo [35], [139]-{143].

Os valores de K, fa e kq foram obtidos a partir do ajuste do grafico Fo/4F em funcédo de
1/[Q] (Figura 28), resultando em K = 8,89 x 10° L/mol, fa = 4,35 e kq = 2,54 x 10%** L/mol.s.
Valores de K para a interacdo de porfirinas com nanoparticulas comparaveis a este ja foram
relatados na literatura [139], [142]—-[144]. O valor de kq obtido é obviamente muito maior que
kq= 10'° L/mol.s, sugerindo que o mecanismo de supressdo observado é devido ao processo
estatico. O tempo de vida de fluorescéncia da TPPS, utilizada foi 7o = 3,5 ns, de acordo com a
Ref. [145]. Borissevitch e colaboradores [139] afirmaram que um valor de fa > 1 sugere que
uma Unica molécula de supressor é capaz de se ligar a mais de uma molécula de fluoréforo. De

fato, isto esta de acordo com os resultados que serdo apresentados na proxima secéo.
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Figura 28: gréfico da equagéo Stern-Volmer modificada

para a supressao da fluorescéncia TPPS, por MNPs.

4.3.4. Estimativa do numero de porfirinas por nanoparticulas

A Figura 26b mostra que a banda de emissao gerada pela excitacdo a 515 nm aumentou
linearmente com a concentracdo das nanoparticulas até atingir uma saturacdo, na concentracdo
de 0,47 umol/L. A partir desse ponto, todas as porfirinas diprotonadas que estavam livres na
solucdo foram ligadas as nanoparticulas. Como a concentragdo molar da porfirina TPPS, é
conhecida (10 pumol/L), é possivel estimar um valor de aproximadamente 21 porfirinas por
MNPs. Este valor parece razoavel, considerando as caracteristicas do MNP e da TPPS4. As
nanoparticulas de maghemita tém um diametro de cerca de 4,8 nm, como descrito na ref. [132],
o que fornece uma area superficial de aproximadamente 7,24 x 107 m2. Com base nas
dimensdes da TPPS, apresentadas na Figura 29, a TPPS4 pode ser vista como um quadrado com
diagonal préxima a 1,9 nm, que fornece uma area em torno de 1,8 x 108 m2. Dessa forma,
conseguimos obter um méaximo de 40 porfirinas/MNPs, considerando que toda a area da MNPs
é coberta pelas porfirinas. No entanto, um namero menor de porfirinas por MNP é esperado

devido a repulsdo eletrostatica entre as porfirinas que sdo anibnicas. A estratégia adotada para
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estimar o nimero de porfirinas ligadas em cada nanoparticula parece bastante razodvel quando
comparados com os resultados encontrados na literatura, por exemplo, Shaikh e colaboradores

[142] encontraram uma razéo de 4 moléculas de porfirina por Au-NPs.

7058 SOy
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Figura 29: estrutura molecular da TPPS,
apresentado as suas dimensdes. Adaptado de
[146].

4.4. Conclusotes

Neste capitulo, descrevemos a interacdo da porfirina anibnica TPPSs com
nanoparticulas de maghemita. Através de medidas de absor¢cdo UV/vis e fluorescéncia, foram
obtidas as constantes de ligacdo, constante de supressdo bimolecular e 0 nimero maximo de 21
moléculas de porfirina por cada MNP. Além disso, as medidas de absorcéo e fluorescéncia
revelaram que a ligagdo entre elas pode estar associada a um processo estatico. O estudo desse
sistema fornece elementos importantes para sua aplicacdo em bionanotecnologia e
nanomedicina como um sistema multifuncional que combine funcdes de diagndsticos com
funces terapéuticas (sistema terandstico) e ainda como um sistema de entrega de farmacos em

PDT.
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Capitulo 5 : Estudo das interacdes de porfirinas com

DNA e sua foto-degradacao

5.1. InteragcO0es com DNA

O estudo das interaces de farmacos com o DNA é uma area de pesquisa extremamente
importante, tanto nos aspectos fundamentais quanto préaticos, ja que a molécula de DNA é de
fundamental importancia para a vida [147], [148]. A molécula de DNA é um alvo para diversos
tipos de farmacos, em particular os utilizados no tratamento do céncer, onde sdo utilizados
muitos compostos que se ligam ou danificam completamente o DNA induzindo, dessa forma,
a morte celular [148]-[150]. A cisplatina, por exemplo, atua atraves de ligagcdes covalentes as
bases nitrogenadas do DNA que induzem alteracdes estruturais promovendo a apoptose (morte
celular programada). No entanto, a diversidade estrutural do DNA viabiliza também a sua
interacdo com farmacos por diferentes tipos de interacdes intermoleculares que também podem

promover a morte celular.

Estudos de interagdes de porfirinas e metaloporfirinas com DNA tem despertado o
interesse da comunidade cientifica devido a suas potenciais aplicacdes medicas. Muitos
trabalhos que investigam as interac6es de porfirinas cationicas, por exemplo, com DNA tem
sido publicados [151]-[153]. A formacdo de complexos porfirina-DNA muitas vezes é
viabilizada pelas atracGes eletrostaticas entre as regides catidnicas periféricas das porfirinas e o

esqueleto de fosfato anidnico do DNA.

A atividade fotodindmica das porfirinas e metaloporfirinas faz dessas moléculas
promissores agentes antitumorais e o fato de possuirem mecanismo de acdo diferente da
cisplatina faz com sejam uma alternativa interessante para o problema da resisténcia celular. As

interacdes porfirina-DNA podem ser estudadas por diversas técnicas, dentre as quais, ensaio de
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mudanca da mobilidade eletroforética do DNA e espectroscopia de absorcdo UV/Vis e
fluorescéncia se destacam. Neste capitulo investigamos as intera¢fes das porfirinas TMPyP,
TPPS, e seus complexos com zinco através de técnicas e espectroscopia de absor¢do UV/Vis e

eletroforese.

5.2. Metaloporfirinas

Neste capitulo foram utilizadas, além das porfirinas TPPS4 e TMPyP, 0s seus complexos
com zinco, zinco(ll)-meso-tetrakis(p-sulfonatofenil)porfirina (ZnTPPS4) e zinco(ll)-meso-
tetrakis(4-metilpiridil)porfirina (ZnTMPyP).

A insercéo de atomos metalicos no anel central das porfirinas influencia diretamente nas
suas propriedades eletronicas e de estados excitados, favorecendo o acoplamento spin-orbita e
aumentando a formacdo de estados tripletos, a producdo de oxigénio singleto e
consequentemente a eficacia fotodindmica [154]. Além disso, tem sido relatado que a presenca
do zinco no anel central aumenta também a afinidade dessas porfirina por membranas
biologicas [155].

Os rendimentos quanticos de formacéo de oxigénio singleto para ambas as porfirinas
complexadas com zinco, aumentam quando comparados com 0s mesmos parametros associados

as formas bases livres. A insercdo do atomo de zinco no anel central da porfirina TPPS4 aumenta
a seu rendimento quéntico de oxigénio singleto de @+ = 0,62 para @' =0,74 [156],
enquanto que este pardmetro para a porfirina TMPyP aumenta de @ “”° =0,74 para
@™ = 0,78 [156].

Essas metaloporfirinas, além de exibirem alto potencial de ataque fotoquimico, também

possuem solubilidade em agua e estabilidade térmica e fotoquimica. Em um trabalho publicado

recentemente [157], nosso grupo mostrou a eficacia dessas duas metaloporfirinas contra o



75
Hepes virus bovino tipo | que é um patdgeno de interesse na medicina veterinaria que esta

associado a uma variedade de manifestacdes clinicas em bovinos.

5.3. Materiais e Métodos

5.3.1 Modelo de ligagéo porfirinas-DNA

O rendimento quéntico de fluorescéncia intrinseca do DNA é muito baixo [158], o que
inviabiliza os estudos de interacdes por meio das técnicas de supressdo de fluorescéncia
discutidas previamente no Capitulo 2. Alternativamente, as constantes de ligacdo para as
interacdes porfirinas-DNA podem ser determinadas monitorando as mudancas nos espectros de

absorgdo das porfirinas devidas a presenga do DNA.

Um modelo muito utilizado nos estudos de interagdes com DNA foi proposto inicialmente
por Schmechel e Crothers em um artigo que investiga a interacdo de DNA com a Proflavina,
um desinfetante que age contra diversas bactérias [159]. Faremos uma abordagem dos

principais aspectos desse modelo a seguir.

Considere a reacdo de equilibrio para a interacdo porfirina-DNA da seguinte forma:
P+ DNAZP---DNA 51

A constante de equilibrio para essa interacdo é dada por:

I

" [ONAL, -[PL. >

onde [P]b é a concentracdo das porfirinas ligadas ao DNA, que é igual a concentra¢do dos
complexos porfirinas-DNA, [P]. é a concentragdo de porfirinas livres e [DNA]. é a

concentracdo de moléculas de DNA livres. Podemos ainda escrever a concentragdo inicial de
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porfirina em termos das concentragdes de porfirinas livres [P]. e ligadas [P], da seguinte

maneira:

[Pl=[P]- +[P], 5.3

A absorbancia das porfirinas na presenca do DNA pode ser escrita em termos de um

coeficiente de absor¢do molar aparente &,, da seguinte forma:

A=A +A 5.4
gap[P}( =& [P]F l+¢, [P]bf 55

Substituindo a Equacdo 5.3 na Equacéo 5.5 e rearranjando os termos obtemos:

_ (gap — &k )
[P], —[P]m 5.6

Agora, substituindo as Equacdes 5.6 e 5.3 na Equacdo 5.2 e usando a expressao

[DNA]. =[DNA], —[P], , obtemos:

[DNAL, -[P], _[DNAL [P, 1

(gap_gF) (&, — &) (& —&¢ ) K

5.7

Na prética, se for possivel garantir que a concentracdo total de DNA é muito maior que
a concentragéo de porfirinas ligadas ([DNA], >>[P],), a Equacéo 5.7 pode ser reescrita da

seguinte forma:

[DNA],  [DNA], .\ 1

(¢0p—2¢) (8,-5¢) (& —5¢)-K

5.8
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A Equacdo 5.8 mostra que o coeficiente linear de um gréfico de [DNA]O /(. —€¢ ) EM

fungio de [DNA],, fornece a constante de ligagdo K. Diversos trabalhos tem utilizado este

modelo para avaliar a interacdo de farmacos com DNA [159]-[161] devido a sua estreia relacdo

com a espectroscopia de absorcao e irrefutavel praticidade.

5.3.2 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel consiste em uma técnica de separacdo de moléculas com base em
sua migracdo em um gel, devida a aplicacdo de uma diferenca de potencial. As moléculas sdo
segregadas de acordo com o seu tamanho, pois as que possuem menor massa serdo mais rapidas

em relacdo as mais pesadas, quando submetidas a diferenca de potencial.

Um gel bastante utilizado em eletroforese € a agarose, que € um polissacarideo que
forma uma rede capaz de reter moléculas durante sua migracdo. A concentracdo de agarose
determina o tamanho dos poros da rede, de forma que, quanto maior a concentracao de agarose,
menor serd o tamanho dos poros e maior sera a dificuldade de migragcdo de moléculas, como o

DNA, por exemplo.

No preparo do gel, a agarose em pé é diluida e adicionada a cuba de migracdo, conforme
mostrado na Figura 30a. Em seguida, coloca-se o pente no gel para que, durante a solidificacéo
do mesmo, sejam criados pogos que serdo utilizados para adicionar as amostras. Ao gel deve
ser adicionado brometo de etidio, um marcador de acidos nucléicos que possibilita a
visualizacdo dessas moléculas sob iluminacdo com luz UV. Apés a solidificacdo do gel, retira-
se cuidadosamente o pente, adiciona-se o tampao de corrida e em seguida coloca-se as amostras
nos pocgos deixados pelo pente. Finalmente, ajusta-se a tensdo da fonte e o tempo de corrida

adequados ao experimento avaliado.
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Figura 30: a) representagédo esquematica da técnica de eletroforese em gel de
agarose e b) padrdo das bandas no gel. Adaptado de [162].

Este processo assemelha-se a uma corrida, onde cada elemento é colocado numa pista e
na presenca de uma diferenca de potencial vai deixando o seu rastro semelhante ao apresentado

no esquema da Figura 30b. Estes rastros possibilitam a classificagdo das moléculas quanto ao

seu tamanho.
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5.3.3 Determinacao do potencial de ataque fotoquimico de um fotossensibilizador: o
fluxo de moléculas de oxigénio singleto produzidas

Todo processo fotoquimico se inicia com a absorc¢do de luz por um fotossensibilizador.

Dessa forma, um parametro fundamental na avaliacdo do fluxo de moléculas de oxigénio

singleto produzidas é o nimero de fotons absorvidos. Para obter esse pardmetro, devemos

considerar inicialmente o numero de fétons emitidos por uma fonte de luz (Nem), que é dado

pela energia total emitida por essa fonte (P.At), dividido pela energia de cada foton (hc/4), onde

A € 0 comprimento de onda da radiacdo emitida, c a velocidade da luz e h a constante de Planck:

_PAt-2

Nem hC

5.9

Quando se utiliza fontes de radiagcdo policromaticas, como lampadas halogenas
empregada neste trabalho, é necessario considerar a poténcia como uma fungdo do
comprimento de onda, pois a radiacéo € emitida num espectro amplo de comprimentos de onda
e a Equacéo 5.9 pode ser reescrita como:

At

N
em hC Z-l

“P(A)dA 5.10

Podemos ainda escrever a poténcia em termos da intensidade da radiacdo incidente

numa amostra (1,(A)) e da éarea (S) do feixe de luz como P(4)=1,(4)-S, e sabendo que a
intensidade absorvida pela amostra (1,(A4)) pode ser relacionada com a intensidade incidente

por 1,(A)/1,(1)=(1-10""*)), onde A ¢ absorbancia. Assim, podemos calcular o nimero

de fotons absorvidos por segundo (fluxo de fotons) por:

#1-10" )P(1)dA 5.11

n _M_ih

@ A he
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Podemos ainda definir o rendimento quantico de formacé&o de oxigénio singleto pela razdo

entre 0 numero de moléculas de oxigénio singleto produzidas (N, ) e a quantidade de fotons

absorvidas por uma molécula fotossensivel (Nabs).

&, =—2 5.12

De acordo com a Equacdo 5.12, se 0 nimero de fotons absorvidos e o rendimento quéantico
de formagdo de oxigénio singleto forem conhecidos, podemos obter o nimero de moléculas de
oxigénio singleto produzidas, por unidade de tempo, por um fotossensibilizador atraves da

expressao n, =&, xn,, . Este parametro é, evidentemente, uma quantidade que reflete o
2

potencial de ataque fotoquimico de um fotossensibilizador devido sua relevancia no processo
fotodinamico. Tanto o namero de fotons absorvidos (Eq. 5.11) quanto o rendimento quantico
de formacé&o de oxigénio singleto podem ser obtidos por técnicas espectroscopicas. Este ultimo,

pode ser obtido por métodos diretos ou indiretos, conforme foi discutido na Se¢éo 2.4.

5.3.4 Determinacdo da constante de ligacao

As porfirinas meso-tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirina  (TPPS4), meso-tetrakis(4-
metilpiridil)porfirina (TMPyP) e seus complexos de zinco (ZnTPPSs e ZnTMPyP) foram
adquiridos de Porphyrin Products Inc. As moléculas de DNA foram selecionados e purificados
pelo grupo do Prof. Dr. Guilherme Rocha Lino de Souza, no Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Goiés. As solucdes experimentais foram preparadas em tampéo

fosfato (pH 7,4). As concentracGes dos compostos foram determinadas espectroscopicamente

utilizando os seguintes coeficientes de absorcdo molar: £, =23-10° M “cm™[84],
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ELTMPP —17-10* M 'em ™ [157], elievt =1,4-10* M 'em ™ [85] , s4a > =1,7-10° M 'em ™
[157] e e —132.10* M em™ [163].

Para a obtencdo das constantes de ligacdo, aliquotas de solucdes estoques de DNA foram
adicionadas as soluc6es de porfirinas com concentragdes fixas. Os espectros de absor¢do foram
monitorados ap0s a adi¢ao de cada aliquota de solu¢do de DNA as soluges de porfirinas. Todos
os valores apresentados sao médias, obtidas a partir de trés experimentos independentes. As

medidas de absorcdo UV/Vis foram realizadas com um espectrofotdmetro Hitachi U-2900 e

foram empregadas cubetas de quartzo com quatro faces polidas e caminho dptico de 1 cm.

5.3.5 Fotodegradacédo do DNA

O ensaio de fotodegradacdo do DNA foi realizado utilizando um DNA plasmidial.
Aliquotas com 200 ng de DNA foram misturadas com solugdes de porfirinas diluidas em PBS
(pH 7.,4) a uma concentragdo de 5 umol/L e depois incubadas a 37 °C por 1 h. Depois disso, as
amostras foram irradiadas com uma lampada haldgena (I = 130 mW/cm?) por 180 minutos.
Durante a irradiacédo, aliquotas da solucéo irradiada foram retiradas a cada 30 min e os efeitos
da irradiacdo para a integridade do DNA foram avaliados. As amostras de DNA plasmidial,
tratadas com luz, foram monitoradas por eletroforese em gel de agarose a 1% durante 2 ha 100
V. O gel foi corado usando brometo de etidio (1 mg/mL) e qualquer fotodegradacdo de DNA

foi avaliada pela perda de intensidade de banda no gel apés visualizagédo sob luz UV.

5.4. Resultados e discussdes

5.4.1 Avaliacdo da afinidade nas interacgdes porfirinas-DNA
. Os efeitos da presenca do DNA nos espectros de absorcdo das quatro porfirinas

estudadas sdo mostrados na Figura 31. A banda em 260 nm é atribuida ao DNA e 0 aumento
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observado nessa banda é, obviamente, devido ao acréscimo da concentracdo de DNA na

solugéo.
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Figura 31: alteracGes nos espectros de absorc¢éo das porfirinas TMPyP a), TPPS4 b), ZnTMPyP c)
ZnTPPS, devido a presenca do DNA. Nos insets estdo as absorg¢des (medidas e corrigidas devido a
diluicdo) nas bandas de Soret em funcdo da concentragdo de DNA. As concentragdes das porfirinas

foram mantidas a 1,4 umol/L e a concentracdo do DNA variou de 3 pmol/L até 10 pmol/L.

O que de fato nos interessa é a evidente reducdo nas bandas de Soret das porfirinas
devido ao acréscimo da concentracdo de DNA. Nos insets, estdo apresentadas as absorbancias
nas bandas da Soret (medidas e corrigidas) em funcdo da concentracdo de DNA. As corre¢des
foram feitas para eliminar a contribuicdo da diluicdo na reducdo das bandas de Soret ao

adicionar aliquotas de DNA na solucéo.
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Os insets dos gréficos das porfirinas catiénicas TMPyP e ZnTMPyP mostram que, mesmo

apos as correcles, existe um reducdo clara na banda de Soret devida a interacdo com as
moléculas de DNA. Por outro lado, os insets dos graficos referentes as porfirinas aniénicas
TPPS4 e ZnTPPS4 mostram que as reducdes observadas nas absorc¢des das bandas de Soret séo
devidas apenas as diluicbes. A simples analise das alteracGes nos espectros de absorcao ja
apresentam indicios de que as porfirinas aniénicas nao interagem com o DNA. No entanto, 0s
outros parametros e experimentos apresentados subsequentemente deixardo isso muito mais

evidente.

Foram utilizadas as absorcfes nas bandas de Soret para construir os graficos de

[DNA], /( ., — & ) em fungio de [DNA], apresentados na Figura 33. Os graficos referentes as

porfirinas catiénica, apresentados nas Figuras 33a e 33c, apresentam perfil linear, o que era
esperado, enquanto que os graficos para as porfirinas anionicas (Fig. 33b e 33d), de fato, ndo
apresentam nenhum perfil definido. As constantes de ligacdo para as porfirinas catidnicas,
apresentadas na Tabela 3, foram obtidas dos coeficientes lineares referentes aos ajustes dos

dados experimentais pela Equacéo 5.8.

Tabela 3: constantes de ligacao para
as porfirinas TMPyP e ZnTMPyP.

K (10° L/mol)
TMPyP 2,0
ZnTMPyP 4,4

A estrutura esquematica do DNA apresentada na Figura 32 mostra que as interacdes
com as porfirinas catibnica TMPyP e ZnTMPyP, assim como sugerem os estudos de afinidade,
podem ocorrer devido as atracdes eletrostaticas entre o esqueleto de fosfato aniénico e as cargas
positivas das porfirinas. Por outro lado, essa mesma estrutura aniénica do DNA pode ser

responsavel por evitar a ligacdo com as porfirinas aniénicas. Diversos estudos sobre interacdes
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de porfirinas cationicas (base livre e metaloporfirinas) com DNA, relatam essa atracéo

eletrostatica entre a porfirina cationica e o esqueleto aniénico do DNA [160], [164]-[166].
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Figura 32: estrutura esquematica do DNA mostrando as interacGes entre as
bases nitrogenadas bem com o esqueleto de fosfato aniénico [167].

Conforme apresentado na Tabela 3, a constante de ligacdo para a interacdo da
metaloporfirina ZnTMPyP com o DNA ¢é aproximadamente o dobro da constante de ligacdo
associada com a interacdo da porfirina de base livre TMPyP com o acido nucléico. Estudos
anteriores, mostram que a porfirina ZnTMPYP ¢ capaz de se ligar em regides mais interiores da
dupla hélice devido ao seu carater catibnico mais evidente que o da forma base livre. Por outro

lado, a porfirina TMPyP interage preferencialmente em regides mais superficiais do DNA
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[168]. Recentemente, foi publicado por Tingxiao e colaboradores [169], um trabalho que

investiga a interagdo da porfirina ZnTMPyP com DNA por técnicas de espectroscopia de

absorcdo UV/Vis e de fluorescéncia em conjunto com dicroismo circular. Neste artigo, foi

demonstrado que, além das interaces eletrostaticas com o esqueleto anidnico, a porfirina

ZnTMPYP pode se ligar através de coordenagdo com a base nitrogenada guanina. Dessa forma,

acreditamos que a maior facilidade de penetragéo da porfirina ZnTMPYP na estrutura de dupla

hélice pode explicar a maior afinidade dessa porfirina pelo DNA, conforme mostram as

constante de ligacdo na Tabela 3.
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Figura 33: gréficos de [DNA]0 /( £.p — € ) em funcéo de [DNA]0 para as porfirinas TMPyP a), TPPS,,

ZnTMPyP c) e ZnTPPS, d).
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5.4.2 Avaliacéo da fotodegradacédo do DNA por eletroforese em gel de agarose
A Figura 34 mostra os resultados dos ensaios de fotodegradacdo do DNA plasmidial por
eletroforese em gel de agarose. Nenhum fotodano ao DNA foi observado nas amostras
incubadas com as porfirinas aniénicas TPPS4 e ZnTPPS4 (Fig. 34, painéis A e B). O padréo
eletroforético das amostras controles (porfirinas-DNA no escuro), apresentados na pista 1 da
Figura 34, foi o mesmo para as quatro porfirinas, ndo mostrando degradacdo perceptivel da
molécula alvo. Por outro lado, podemos ver uma fotodegradacdo completa do DNA ap6s 90
min para as amostras tratadas com TMPyP e até 30 minutos quando tratadas com ZnTMPyP,
(painéis C e D). Um padréo eletroforético inesperado do DNA para as amostras tratadas com
TMPyP foi observado, onde aliquotas irradiadas por mais tempo demonstraram uma clara
reducdo na intensidade da banda e na taxa de migragdo do DNA em comparagao com o controle

ndo irradiado (painel C, pistas 1-5).

Estes resultados estdo em completo acordo com os estudos de afinidade mostrados na
Secdo 5.4.1. Assim com 0s espectros de absorcao, o padréo eletroforético, sugere que nenhuma
interacdo ocorre entre as porfirinas aniénicas e o DNA. Além disso, 0s experimentos de
eletroforese também mostraram que, a metaloporfirina catiénica possui maior potencial de
ataque fotoquimico ao DNA, quando comparada com a TMPyP. Isso ficou evidente devido a
fotodegradacdo completa do DNA tratado com a porfirina ZnTMPyYP ap6s 30 min de irradiacéo,

enquanto que a porfirina TMPyP levou 90 min para degradar completamente o DNA.

Consistente com os resultados de afinidade, o maior potencial de fotodegradacdo do DNA
pela metaloporfirina catidnica pode estar relacionado a interacdo desta molécula com regibes
mais interiores da dupla hélice do DNA, conforme indicam também os valores de constantes
de ligacao apresentados na Tabela 3. Varios estudos tem sugerido uma gama de possiveis tipos
de interacdes porfirina-DNA [160], [164]-[166], onde, as interacdes eletrostaticas sempre estdo

no campo da presuncdo. Neste estudo, mostramos um novo e singular padrdo eletroforético de
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DNA em gel de agarose (Fig. 34, painel C) que pode explicar tal evidéncia. A migracdo do
DNA através do gel foi atrasada proporcionalmente ao aumento do tempo de irradiacdo. O
aumento do tempo de irradiacdo também pode permitir um incremento na taxa de aproximagéo
entre o fotossensibilizador e as moléculas alvo. Como consequéncia, mais cargas negativas
presentes no DNA podem ser neutralizadas por sua interacdo com grupos catidnicos da porfirina
TMPyP, promovendo um carga liquida dependente do tempo de irradiacdo e causando o padrdo

eletroforético demonstrado na Figura 34 (painel C, pista 1 a 5).

Figura 34: ensaio eletroforético de DNA plasmidial em gel de agarose irradiado por diferentes
tempos. Nos painéis (A a D) estdo as amostras de DNA incubadas com TPPS4, ZnTPPS4, TMPyP
e ZnTMPyP respectivamente. Na pista 1, estdo os controles de DNA sem irradiagdo. Nas pistas de

2 a 7, estdo as amostras irradiadas durante 30, 60, 90, 120, 150, 180 min respectivamente.
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Outro parametro que reflete com maior clareza o potencial de ataque fotoquimico de um

fotossensibilizador é o fluxo de moléculas de oxigénio singleto produzidas. Para obtermos N,
2

, foi calculado o fluxo fotons absorvidos n,, . pelas porfirinas catiénicas através da Equacéo
5.11. A Figura 35 apresenta as sobreposigdes entre os espectros de intensidade de luz absorvida
pelas porfirinas catibnicas, com a emissdo da lampada hal6gena utilizada para irradiar o

sistema.
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Figura 35: sobreposicdes entre os espectros das porfirinas catiénicas

a 5umol/L com a emiss&o da lampada halégena (130 W/m?).

Tabela 4: rendimento quéntico de formag&o de oxigénio singleto,
fluxo de fotons absorvidos e nimero de moléculas de 1O

produzidas por segundo pelas porfirinas ZnTMPyP e TMPyP.

Dy nabs(x 1014 S_l) nlo2 (>< 1014 S_l)
TMPyP 0,74 3,0 2,2
ZnTMPyP 0,78 4,0 3,1

Os valores de rendimentos quanticos de formacédo de oxigénio singleto, do fluxo de fotons

absorvidos e do fluxo de moléculas de oxigénio singleto produzidas estdo apresentados na
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Tabela 4. O rendimento quéantico de formagao de oxigénio singleto para a porfirina ZnTMPyP
é 5% maior que o rendimento quantico associado a porfirina TMPyP. Esse acréscimo provocado
pela insercdo do &tomo de zinco no anel porfirinico é bastante conhecido na literatura com
efeito do atomo pesado. Como ja foi mencionado, o zinco no anel central favorece o
acoplamento spin-6rbita, promovendo um aumento na taxa de cruzamento intersistemas e
consequentemente um maior rendimento de formagdo de estados tripletos e de oxigénio

singleto. Por outro lado, o valor de n,  paraaZnTMPyP € 41% maior que 0 mesmo parametro
2
para a TMPyP. Os valores dos fluxos n, também estdo em concordancia com os resultados
2

dos experimentos de eletroforese, onde ficou evidente que a metaloporfirina catidnica é mais
efetiva no ataque fotoquimico ao DNA. Dessa forma, acreditamos que a sinergia dos dois
efeitos, afinidade e potencial de ataque fotoquimico, faz com que a porfirina ZnTMPYP seja

mais efetiva na degradacdo das moléculas de DNA.

5.5. Conclus®es

Os estudos de afinidade de porfirinas com DNA plasmidial e sua fotodegradacdo, com
um padrdo eletroforético singular, evidenciaram de forma simples e elegante, a interacéo
eletrostatica entre as porfirinas cationicas (ZnTMPyP e TMPyP) e o DNA. Por outro lado,
confirmamos também que as porfirinas aniénicas TPPSs e ZnTPPSs ndo se ligam com a
biomolécula devido a carga negativa do esqueleto de fosfato anidnico. Além disso, foi
demostrado que a metaloporfirina catibnica ZnTMPyP é a que possui maior potencial de
fotodegradacdo do DNA quando comparada a sua forma base livre TMPyP. A maior efetividade
da ZnTMPyP foi atribuida a sinergia entre uma maior afinidade pelo DNA e um maior poder
de ataque fotoquimico ao 4cido nucléico devido ao maior namero de moléculas de oxigénio

singlete produzidas.
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Como o DNA é, e sempre sera um dos alvos mais importantes para as moléculas
fotossensibilizadoras utilizadas na PDT, acreditamos que 0s nossos resultados obtidos neste
capitulo contribuem efetivamente para um melhor entendimento dos mecanismos de acdo

desses fotossensibilizadores no DNA e também em outras macrobiomoléculas.
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Consideracoes finais

Neste trabalno mostramos através de técnicas espectroscopicas de absorcdo UV/vis e
fluorescéncia a afinidade das porfirinas meso-tetrakis(p-sulfonatofenil) - TPPSs e meso-
tetrakis(4-metilpiridil) — TMPyP pelas proteinas albumina de soro bovino e anticorpos.
Conseguimos explicar uma gama de detalhes acerca dessas interacbes confrontando os
resultados obtidos com as caracteristicas ibnicas das duas porfirinas. Além disso, a técnica de
supressdo de fluorescéncia em funcdo da temperatura viabilizou a obtencdo dos parametros
termodindmicos, que sdo informacgdes valiosas para esclarecer melhor as naturezas das

interacdes estudadas.

Apresentamos também a viabilidade de construcdo de um potencial sistema (TPPSs-
MNP) para aplica¢cdes em bionanotecnologia e nanomedicina, onde a nanoparticula magnética
de maghemita pode ser usada como um carreador da porfirina TPPS4. Além disso, as
propriedades fluorescentes da porfirina podem ser usadas como sonda fluorescente das
nanoparticulas para aplicacfes de fotodiagndsticos. O fotodiagnostico baseado em imagens de
fluorescéncia tem se tornado um método importante de investigacdo na préatica clinica,
particularmente em oncologia, identificando e localizando lesGes cancerigenas com precisao
[120], [138], [170], [171]. Adicionalmente, a presenca do sistema porfirina-MNP em tecidos-
alvo permite que as terapias HPT e PDT sejam usadas simultaneamente com efeitos sinérgicos

aumentando o dano tumoral com menos efeitos colaterais.

Mostramos ainda, a efetiva ligacdo entre o DNA plamidial e a porfirina catibnica TMPyP
e ZnTMPyP, utilizando técnicas de absor¢do UV/vis. Através da mesma técnica, mostramos
também, que o DNA ndo se liga a porfirina anidnica TPPS4 e nem ao seu complexo com zinco

ZnTPPS4. Os ensaio de eletroforese em gel de agarose, além de corroborarem com os resultados
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de afinidades obtidos por espectroscopia de absor¢do, mostraram que a porfirina ZnTMPyP
possui um maior potencial de ataque fotoquimico ao DNA. Além disso, obtivemos um padrédo
eletroforético singular para a porfirina TMPYP que €, de fato, uma evidéncia experimental clara

do papel das interacdes eletrostaticas na ligagdo de moléculas catidnicas ao DNA.

Dessa forma, acreditamos que os resultados obtidos neste trabalho fornecem informacées
valiosas que podem contribuir efetivamente no desenvolvimento de novas metodologias com
aplicacdes em terapia fotodindmica, fotodiagndstico, inativacdo fotodindmica de micro-

organismos bem como em sistemas de entrega dirigida de farmacos (drug delivery systems).

Este trabalho marca o inicio uma nova linha de pesquisa no Instituto de Fisica da UFG,
onde se visa avaliar a interacdo entre moléculas organicas fotoativas com biomacromoléculas.
E importante ressaltar que a implantacio da técnica de supressio de fluorescéncia em fungéo
da temperatura no Laboratorio de Biofotonica do Instituto de Fisica da UFG foi feita por mim,
obviamente, sob a orientacdo do professor Dr. Pablo José Gongalves, durante o periodo do meu
doutoramento. Alem disso, contribui também com a implantacdo da técnica de medida quimica
indireta do rendimento quantico de formacéo de oxigénio singlete no mesmo laboratdrio. Dessa
forma, acredito que, além da imensa experiéncia e riquezas de conhecimentos que adquiri
durante esta etapa da minha formacao pessoal, deixo um legado importante que contribuira para

a formac&o de outros estudantes que trabalhardo no Laboratorio de Biofot6nica.

Os estudos apresentados neste trabalho é parte de um conjunto mais abrangente de
resultados obtidos durante os ultimos quatro anos, que foram importantes em diversas
colaboragdes do grupo mas que ndo foram incluidos nessa tese. Apresentaremos a seguir dois
apéndice: no Apéndice A, uma estudo de terapia fotodinamica antimicrobiana in vitro e no
Apéndice B um quadro com um breve resumo das atividades desenvolvidas durante este

periodo.
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Apéndice A

Avaliacao do potencial fotodinamico de porfirinas
tetra-rutenadas

A.l. Introducéo

Neste apéndice foram estudadas algumas propriedades fotofisicas e o potencial
fotodinamico antimicrobiano de dois complexos supramoleculares de porfirinas tetra-rutenadas
contendo grupos periféricos de piridina. Foram avaliadas amostras das porfirinas catidnicas
meso-tetra(4-piridil {bis(2,2’-bipiridina)clororuténio(ll)})porfirina (RUTPyP) e meso-tetra(4-
piridil{bis(2,2’-bipiridina)clororuténio(ll)})porfirinatozinco(lll)  (ZnRuTPyP),  conforme

ilustrado na Figura 36.

Figura 36: estrutura molecular das porfirina de ruténio em bipiridina RUTPyP a) e ZnRuTPyP b).

Ja é bem estabelecido que o anel porfirinico quando irradiado pode gerar espécies reativas
de oxigénio capazes de provocar estresse oxidativo suficiente para destruir alvos especificos
via PDT. Por outro lado, compostos que contém atomos de ruténio podem possuir

caracteristicas antiangiogénicas e anticancerigenas [172], [173]. Além disso, o interesse pelos
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complexos de ruténio também esté relacionado a sua versatilidade quimica de coordenacéao e
afinidade a diversas estruturas biolégicas [174]. Dessa forma, a incorporacdo de atomos de
ruténio nas porfirinas pode ser uma valiosa estratégia para aumentar a efetividade terapéutica

de ambos compostos em comparagdo com suas formas isoladas.

A insercdo de atomos metélicos no anel central das porfirinas influencia diretamente nas
suas propriedades eletrdnicas e de estados excitados. A insercdo de &tomos metalicos de camada
d incompleta (como ferro e manganés) pode favorecer seu uso como agentes de contraste, pois
tais atomos aceleram a desativacdo eletrénica do seu estado excitado suprimindo tanto a
fluorescéncia como a formacéo de estados tripletos. Por outro lado, a inser¢do de &tomos com
a camada d completa (atomos de zinco) favorecem o acoplamento spin-oOrbita e aumentam a
formacdo de estados tripletos, a producédo de oxigénio singleto e consequentemente a eficacia
fotodindmica [154].

Dessa forma, o efeito da presenca de zinco nas caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas
das porfirinas tetrarutenadas RUTPyP e ZnRuTPyP foram obtidos através dos coeficientes de
absorcdo molar, rendimento quantico de fluorescéncia e formacao de oxigénio singlete. Além
disso, foi avaliado o potencial de ataque fotoquimico dessas duas porfirinas no tratamento
fotodinamico antimicrobiano in vitro contra Salmonella, que € uma bactéria de interesse méedico
mundial associada com diversa manifestacoes clinicas.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e é dividido em duas
espécies, Salmonella bongori com 23 sorovares conhecidos e Salmonella enterica, subdividida
em seis subespécies: S. entérica, S. salamae, S. arizonae, S. diarizone, S. houtenae e S. indica.
Séo bacilos Gram negativos, ndo produtores de esporos e anaerdbios facultativos. Em humanos,
as doencas causadas por Salmonella costumam ser divididas em grupos: febre tifoide, causada
por Salmonella Typhi, febres entéricas, causada por Salmonella Paratyphi (A, B, e C) e

salmoneloses, causadas pelas demais salmonelas. Os sintomas da febre tiféide geralmente sdo
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septicemia, febre alta, diarréia e vomitos. As caracteristicas clinicas das febres entéricas séo
semelhantes as da febre tiféide, mas geralmente, sdo mais brandas com um menor periodo de

incubagéo [175].

Além da eficicia no tratamento contra microrganismos, a PDT antimicrobiana tem
surgido como uma alternativa promissora para o recente problema da resisténcia bacteriana a
antibidticos. Ja existem algumas bactérias que sdo capazes de resistir a praticamente todos tipos
de antibidticos, com a KPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase), uma bactéria super-
resistente, que na maioria dos casos, s6 € destruida com combinacGes dos mais poderosos
antibioticos atuais [176]. Além da KPC, tem sido observado o surgimento de outras linhagens
de bactérias menos agressivas que ja adquiriram resisténcia a qualquer tipo de antibiotico [177],
[178]. Dessa forma, existe a preocupacao de que essas bactérias transfiram sua resisténcia para
espécies mais letais [179]. Diante desse cenario, a PDT antimicrobiana surge com uma
alternativa viavel no combate a esses microrganismos super-resistentes, pois 0 intenso estresse
oxidativo em uma diversidade de alvos dentro da célula, faz da PDT um arma poderosa contra

a resisténcia celular.

A.2. Experimentos e amostras

As porfirinas RUTPyP e ZnRuTPyP foram sintetizadas pelo Prof. Dr. Bernardo A.
Iglesias, da Universidade Federal de Santa Maria. Para obtermos os coeficientes de absorcéo
molar das porfirinas, foram feitas diluicdes seriadas a partir de uma solucéo estoque preparada
em DMSO, e os espectros de absorcdo adquiridos apos cada dilui¢do. Para a determinacgédo do
rendimento quantico de oxigénio singleto, foram misturadas solucdes de porfirinas, com
solucdes de &cido Urico, previamente preparadas, em uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho
optico, seguido de irradiacdo com um mddulo laser adquirido da LaserLine emitindo 532 nm a

50 mW, sob agitacdo. A degradagdo do &cido Urico foi monitorada através dos espectros de
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absorcédo que foram feitos em intervalos de tempos iguais. Esse mesmo protocolo foi realizado
para a molécula padrdo tetrafenilporfirina (TPP) que possui rendimento quéntico de oxigénio
singleto conhecido. As medidas de absorcdo UV/Vis foram realizadas com um
espectrofotometro Hitachi U-2900 descritos previamente na Secédo 2.5.

As porfirinas utilizadas nos estudos de potencial fotodindmico contra Salmonella, foram
preparadas a uma concentragdo de 25 uM. O sorovar utilizado apresentou inicialmente 1.10°
UFC/mL e foi incubado, separadamente, com as porfirinas a uma temperatura de 37°C durante
duas horas. Posteriormente, foram irradiados durante 90 minutos por uma lampada halégena,
emitindo em toda a regido do visivel, de 470 a 750 nm, com uma intensidade de 180 W/cm?.
Para evitar o aquecimento das amostras, foi utilizado um filtro de agua acoplado a saida da
fonte e a temperatura foi monitorada durante todo o processo.

Durante os 90 minutos de irradiacdo, foram retiradas amostras em 0, 15, 30, 60 e 90
minutos e plaqueadas em agar verde brilhante para verificar a contagem bacteriana final. Os
experimentos foram realizados em duplicata em duas ocasifes distintas. Foram feitos controles
de fototoxidade no escuro e de irradiacdo sem qualquer fotossensibilizador para avaliar se

ocorreu a inativacao do patogeno pela luz.

A.3. Resultados e discussoes

A.3.1. Coeficiente de absor¢do molar & (4) e rendimento quantico de fluorescéncia (@)

O coeficiente de absorcdo molar foi obtido através do monitoramento das bandas de
absorcdo do composto em funcdo de sua concentracdo. De acordo com a lei de Lambert-Beer
(Eq. 2.4), em um gréafico da absorcdo versus concentracdo da amostra, a inclinacdo da reta é o

produto &-/ e, uma vez conhecido ¢, temos o valor de &. A Figura 37 mostra 0s espectros de

absorcé@o da amostras em estudo e no inset a curva A x C.
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Figura 37: espectros de absor¢do UV/Vis das porfirinas RUTPyP a) e ZnRuTPyP b )em funcéo da
concentracgdo. No inset, os graficos A x ¢ para obtencao do coeficiente de absor¢do molar.

Este método também permite conhecer a faixa de concentragdes em que lei de Lambert-
Beer é valida, e ainda observar e evitar possivel formacéo de agregados moleculares ou outros
artefatos [180]. Os valores de ¢ obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Como ja foi mencionado, as principais bandas de absorcéo nos espectros de porfirinas
ocorrem entre 380 - 450 nm (banda B ou banda de Soret) e um outro conjunto de duas
(metaloporfirinas) ou quatro bandas (porfirinas de base livre) entre 500 - 650 nm (bandas Q).
Os espectros apresentados na Figura 37 demonstram que as porfirinas de ruténio possuem essa
estrutura com algumas alteracdes na posicdes dos pico e intensidades relativas. A banda com
absorcdo proxima a 296 nm observada nos espectros RUTPyP e ZnRuTPyP e ¢ atribuida as
transi¢oes © — 7* nos ligantes bipiridil do complexo de ruténio (I1).

Tabela 5: coeficiente de absorcéo das porfirinas RUTPyP e ZnRuTPyP

RuTPyP ZnNRuUTPyP
8418/105 8504/104 @ 8430/105 8563/104 43
(Micm?) (Micm?) F (Micm?) (Micm?) F
1,79 4,08 0,0003 1,02 1,32 0,0008

O calculo do rendimento quantico de fluorescéncia foi feito através da Equacdo 2.8

apresentada no Capitulo 2. Utilizamos como padrao a porfirina TPP, cujo rendimento quantico
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de fluorescéncia em DMSO é conhecido (@, =0.13) [181]. Os espectros de fluorescéncia para

as porfirinas RUTPyP, ZnRuTPyP e TPP utilizados nos célculos de rendimento quéntico de

fluorescéncia sao apresentados na Figura 38 e 0s respectivos valores de rendimentos quanticos

estdo na Tabela 5.
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Figura 38: espectros de emisséo fluorescente para as porfirinas RuTPyP a), ZnRuTPyP b) e TPP c)

utilizados nos calculos de rendimento quantico de fluorescéncia.

A coordenacdo com complexos bipiridilicos de Ru (I1) induz uma reducdo dramatica

dos rendimentos quanticos de fluorescéncia (Tabela 5). Este efeito pode estar associado ao

aumento da flexibilidade da molécula, o que também aumenta a probabilidade de desativacao

ndo-radiativa do estado de S; do composto e/ou a extingdo do estado de S: devido ao efeito do

atomo pesado de ruténio [182].
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A.3.2. Célculo do rendimento quantico de formacéo de oxigénio singleto (®,)

Como ja foi mencionado na introducdo desse trabalho, o rendimento quantico de
formacdo de oxigénio singlete pode ser determinado por métodos diretos, que se baseiam na
deteccdo da emissdo do oxigénio singlete devido ao seu retorno ao estado fundamental, ou
ainda, por métodos quimicos indiretos, que utilizam moléculas orgéanicas antioxidantes como
sensores quimicos. Um método indireto, bastante prético, de determinacdo do rendimento
quantico de oxigénio singleto esta descrito em [27] e também em [28]. Este método consiste
em misturar solucdes de moléculas organicas, que agem como sensores quimicos de *O2, em
solugdes de fotossensibilizadores, seguido de irradiacdo luminosa, sob agitagdo magnética. A
fotodegradacgéo do sensor é monitorada atraves das alteragcdes espectros de absorcéo do sensor
que sdo realizados em intervalos de tempos regulares de irradiacdo. Esse mesmo experimento
também ¢ realizado para um fotossensibilizador padrdo que possui rendimento quantico de
oxigénio singleto conhecido.

Assumindo que a cinética de fotodegradacdo dos sensores pelo oxigénio singleto € de
primeira ordem, devido a natureza estacionaria do processo e a grande quantidade de oxigénio
molecular dissolvido nos solventes, podemos obter a constante de degradacao do sensor (k) pela

Equacédo A.1.
In[S]=In[S, ]k -t Al

onde [S,] e [S] sdo as concentragdes do sensor antes e apés irradiagdo respectivamente. Essas

concentracdes podem ser, obviamente, racionadas com a absorc¢do através da lei de Lambert-

Beer de forma que a Equacdo A.1 pode ser reescrita como:

In(A(S))=In(A(S,)—k-t A2
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e, dessa forma, o coeficiente angular de um grafico de In(A(S)) em fungdo do tempo de reagéo
(t) fornece o valor da constante de degradacdo do sensor.

Outro pardmetro que é diretamente proporcional ao rendimento quantico de formacao

de oxigénio singleto ¢ a eficiéncia de formacdo de formacéo de oxigénio singleto definida por:

A3

De acordo com essa equacdo, em um grafico de k versus Naps a inclinacdo corresponde a
eficiéncia y,, e de posse dessa eficiéncia podemos obter o rendimento quéantico de formagéo

de oxigénio singleto por:

@, =2 A4
A
onde o sobrescrito zero rotula os parametros referentes ao fotossensibilizador padréo.

Para o célculo do rendimento quantico de formacao de oxigénio singleto das porfirinas
RuTPyP e ZnRuTPyP utilizamos a molécula organica acido trico (AU) como sensor de 1O,. O
acido urico € um excelente antioxidante e, por isso, tem sido amplamente utilizado como
reagente para a determinacdo quimica do rendimento de 'O. [29], [183], [184]. Uma das
vantagens de utilizar AU é que a sua absor¢do ocorre proximo a 290 nm, no ultravioleta, ou
seja, ndo é diretamente afetado pela luz de fotoexcitacdo da maioria das porfirinas.

A Figura 39 apresenta os espectros de absorcdo da porfirina ZnRuTPyP, em trés
concentracdes diferentes, sobrepostos ao espectro normalizado de emisséo do laser verde (A=
532 nm) utilizado para irradiar a amostra e também sdo apresentadas as alteragdes nos espectros
de absorcdo do AU na presenca da porfirina ZnRuTPyP, sob irradiacdo. No inset a) sdo
apresentadas as constantes de degradacdo, obtidas de acordo com a Equacdo A.2, para as trés

concentracdes de ZnRuTPyP, De posse dos valores das taxas de degradacdo, foi obtida a
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eficiéncia de formacéo de 'O, através da inclinagdo da reta apresentada no grafico do inset b).
Este mesmo tratamento (ndo apresentado) foi realizado para a RuTPyP e para a porfirina TPP

(®,4= 0,52 [181]), utilizada como padro.
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AU mostrando as degradac6es promovidas pela ZnRuTPyP a 5,0 umol/L. No inset a)
estdo as constantes de degradacdo do AU e em ¢) o grafico para a obtencéo da

eficiéncia de formacéo de 0.
Os valores da eficiéncia y, e do rendimento quantico de formagdo de O, para as

porfirinas RUTPyP, ZnRuTPyP e TPP estdo apresentados na Tabela 6. O rendimento quantico
de 1O; associado a porfirina com zinco em seu anel central é muito maior que o da porfirina de
base livre. Esse resultado pode ser justificado pelo efeito do &tomo pesado. O atomo de zinco
no anel central favorece o acoplamento spin-orbita, e essa condicdo aumenta a taxa de
cruzamento intersistemas (CIS) e, consequentemente, o rendimento quantico de formacéo de

oxigénio singleto também aumenta.



Tabela 6: eficiéncia e rendimento quantico de
formacéo de oxigénio singleto para as porfirinas
TPP, RUTPyP e ZnRuTPyP.

FS Va D,
TPP 0,0076 0,52 [181]

RuTPyP 0,00029 0,02

ZnRuTPyP 0,0053 0,36

A.3.3. Atividade fotodinamica contra Salmonella
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A partir da Equagdo 5.12, podemos calcular o nimero de moléculas de oxigénio singleto

produzidas por um fotossensibilizador por segundo. Para obtermos n

102

, foi calculado o fluxo

fotons absorvidos pelas porfirinas através da Equacdo 5.11. A Figura 40 apresenta as

sobreposicOes entre os espectros de intensiade luz absorvida pelas porfirinas ivestigadas (25

umol/L), com a emissdo da lampada halogena (180 W/cm?) utilizada para irradiar o sistema.
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Figura 40: sobreposicdes espectrais para o calculo do nimero de

fétons absorvidos.

Os valores do fluxo fotons absorvidos e o numero de moléculas de oxigénio singleto

produzidas por segundo pelas porfirinas TPP, RUTPyP e ZnRuTpyP estdo apresentados na

Tabela 7. Podemos ver que, dentre as porfirinas de ruténio, a porfirina ZnRuTPyP produz 14
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vezes mais moléculas de oxigénio singleto em comparagdo com a porfirina RuTPyP e, por isso,

apresenta maior potencial fotodindmico.

Tabela 7: fluxo de fotons absorvidos e nimero de
moléculas de O, produzidas por segundo pelas
porfirinas TPP, ZnRuTPyP e RuTPyP.

FS n,..(10s?) Mo, (x10%s1)
TPP 8,3 4,3
RUTPyP 22 0,44
ZnRuUTPyP 17 6,1

A Figura 41 mostra a efetividade do tratamento fotodindmico contra Salmonella pelas

porfirinas, a 25 pmol/L. Pode-se observar que a porfirina de ruténio RUTPyP produz menos

moléculas de oxigénio singleto e, de fato, ela também é menos efetiva no tratamento

fotodinamico quando comparada com a ZnRuTPyP. No entanto, a porfirina TPP produz 10

vezes mais moléculas de oxigénio singlete que a RUTPYP e, por outro lado, praticamente néo

apresenta afetividade no tratamento fotodindmico. Este resultado evidencia que a efetividade

no tratamento fotodindmico depende de outros fatores, além do potencial de ataque fotoquimico

representado pelo niUmero de moléculas de oxigénio singlete produzidas.

25
=
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S —@— RuTPyP
Q 10r —m—Luz
> —0O—ZnRuTPyP
I o\
ot O———0 O

0 10 20 30 40 50 60
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Figura 41: unidades formadoras de colénia (UFC) em funcdo do tempo de irradiacao.
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Os resultados mostram que as cargas das porfirinas tem um papel importante na
efetividade do tratamento fotodindmico contra Salmonella. Compostos hidrofilicos com um
baixo peso molecular podem difundir-se através dos poros na membrana da bactéria [185],
[186]. Embora a TPP apresente menor peso molecular em comparacdo com as porfirinas
rutenadas, sua hidrofobicidade pode ter impedido sua difusdo através dos poros, tornando-se
ineficaz na eliminacdo desse patégeno em comparagdo com 0s outros fotossensibilizadores
utilizados. Além disso, devido a sua estrutura quimica ndo carregada, a TPP apresenta uma
clara desvantagem na interacdo com biomoléculas alvo expostas na membrana bacteriana
externa, onde sdo encontrados, principalmente, grupos carregados negativamente. Dessa forma,
comparativamente, uma melhor eficiéncia das rutenadas catidnicas foi observada durante os

ensaios de efetividade fotodinamica.

A.4. Conclusodes

Através do uso da técnica de absor¢do UV-vis medimos o coeficiente de absor¢do molar,
0 numero de fétons absorvido, rendimento quéantico de formacdo de oxigénio singleto e o
numero de moléculas de oxigénio singleto formadas pelas porfirinas tetra-rutenadas RUTPyP e
ZnRuTPyP. Os rendimentos quanticos de formacdo de oxigénio singleto para as porfirias
RUTPyP e ZnRuTPyP foram 2% e 35% respectivamente, onde atribuimos essa acentuada
diferenca ao afeito do atomo pesado. O efeito do &tomo pesado tem sido, de fato, associado ao
aumento do rendimento quantico de formacdo de oxigénio singleto de diversas moléculas
fotossensiveis [187]-[189]. A porfirina RuTPyP € a que produz a menor quantidade de
moléculas de oxigénio singlete, dentre as trés avaliadas. Os ensaios de efetividade no tratamento
fotodindmico mostraram que, de fato, essa porfirina é menos efetiva que a ZnRuTPyP mas, por

outro lado, é dramaticamente mais efetiva que a TPP. Dessa forma, ficou claro que, a
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efetividade no tratamento fotodindmico também esta relacionada com perfil catibnico das
porfirians rutenadas.

Obviamente, um melhor explicacdo para a efetividade do tratamento fotodindmico
dessas porfirinas deve envolver ainda outros parametros que nao foram o foco deste apéndice.
Acreditamos portanto que, as porfirinas RUTPyP e ZnRuTPyP, apresentam caracteristicas
fotodinamicas adequadas para serem utilizadas com sucesso em PDT. No entanto, outros
parametros relativos ao potencial anticancerigeno e antiangiogénico, atribuidos aos 4&tomos de
ruténio, devem ser avaliados para uma compreensdo global da real funcionalidade dessas

moléculas como sistemas multiterapeuticos.
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Apéndice B

Atividades desenvolvidas e perspectivas futuras

Como mencionado previamente, os estudos apresentados nesta tese sdo parte de um

conjunto mais abrangente de resultados, obtidos durante os ultimos quatro anos que foram

importantes em diversas colaboracdes do grupo porém que ndo foram incluidos nessa tese.

Apresentaremos a seguir um quadro abaixo com um breve resumo das atividades desenvolvidas

durante este periodo:

Atividades desenvolvidas

Interacdes

Apresentados no
corpo desta tese.

Avaliacdo das interacdes das porfirinas TMPyP e TPPS, com
imunoglobulinas.

Estudo das interacGes das porfirinas TMPyP e TPPS. com albumina
de soro bovino.

Estudo dos parametros de ligagdo envolvidos na interacdo de DNA
Plasmidial com as porfirinas TPPS4, ZnTPPS, TMPYP e ZnTMPyP
utilizando técnicas de absor¢do UV/Vis.

Estudo das interaces das porfirinas TPPS4, TMPyP e ZnTMPyP
com nanoparticulas magnéticas.

Trabalho concluido
gue nao foi
apresentado na tese
final.

Estudo das afinidades das porfirinas TPPS4, TMPyP, ZnTPPS e
ZnTMPYP por membranas de eritrocitos utilizando as técnicas de
fluorescéncia estéatica e resolvida no tempo.

CaracterizacgOes

Apresentados no
corpo desta tese
(apéndice).

Caracterizacdo fotofisica e fotoquimica (coeficiente de absorcéo
molar, rendimentos quanticos de fluorescéncia e oxigénio singleto)
das porfirinas RUTPyP e ZnRuTPyP.

Trabalhos em
andamento em
parceria com prof.
Dr.G.R. Lino

Medidas de emissdo fluorescente da hematoporfirina em um
potencial sistema para diagnostico de herpesvirus bovino tipo 1.

Formulagdo de um creme-gel com potencial atividade de inativacdo
fotodindmica de microrganismos.

Trabalho em
andamento em
parceria com prof.
Dr. A. F. Bakusis

Medidas de absor¢do UV/Vis e emissédo fluorescente em um sistema
nanocarreador multifuncional.




107

Trabalho em
andamento em
parceria com profé.
Dra. T. D. Martins

Trabalho em 11. Calculo do rendimento quéntico de oxigénio singleto para as
andamento porfirinas TMPyP e TPPS, e seus complexos com zinco.

10. Avaliacdo da atividade antioxidante em nanoestruturas peptidicas.

Os tdpicos de 1 até 6 apresentados no quadro de atividades, envolve os temas centrais,
diretamente relacionados com as principais investigacdes desenvolvidas no doutorado. Dessa
forma, para o corpo da tese, foram abordados os estudos envolvendo as interagdes de porfirinas
com proteinas, DNA plasmidial e nanoparticulas magnéticas.

Tivemos ainda trés trabalhos publicados e um submetido, que foram desdobramentos
dos estudos apresentados no quadro de atividades, além de outros dois que estdo em fase final
de preparacédo. Diversos trabalhos, diretamente relacionados com os temas investigados, foram
apresentados em congressos e workshops na forma de painéis e comunicagdes orais. O quadro

abaixo mostra os trabalhos publicados e os principias trabalhos apresentados.

Topicos ] )
Relacionados Artigos Publicados
Use of Spectroscopic Techniques for Evaluating the Coupling of Porphyrins on
Biocompatible Nanoparticles. A Potential System for Photodynamics,
4 Theranostics, and Nanodrug Delivery Applications.
Autores: L. N. Magno, F. C. Bezerra, L. E. S. Freire, R. A. Guerra, A. F. Bakuzis
e P. J. Goncalves.
The Journal of Physical Chemistry. A, v. 121, p. 1924-1931, 2017.
Diagndstico Fotodinamico: Principios e Aplicacdes.
5 Autores: Oliveira, Taise Maria dos Anjos; Teles, Amanda Vargas; Bezerra, Fabio
de Castro; Gongalves, Pablo José; De Souza, Guilherme Rocha Lino
Enciclopédia Biosfera, v. 11, p. 976-1000, 2015.
Photodynamic inactivation of Bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) by porphyrins.
9 Autores: Teles A.V., Oliveira T.M.A, Bezerra F.C., Alonso L, Alonso A,
Borissevitch I.E, Gongalves P.J, Souza G.R.L.
Journal of General Virology, v. 99, p. 1301-1306, 2018.
Artigo submetido e ja revisado aguardando resposta final do editor
Effects of bovine serum albumin (BSA) on the photophysical characteristics of
2 meso-tetrakis(p-sulfonatophenyl) porphyrin (TPPS,).
Autores: P. J. Gongalves, F. C. Bezerra, L. M. Almeida, L. Alonso, A. Alonso, S.
C. Zilio, I. E. Borissevitch



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teles%20AV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20TMA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bezerra%20FC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alonso%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alonso%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borissevitch%20IE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gon%C3%A7alves%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Souza%20GRL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30058992
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Artigos em fase de preparacéo
Tetra-ruthenated porphyrins: Photophysical investigation, BSA photo-oxidation
study of and its photoinactivation toward Salmonella typhimurium.
6 Autores: Lucas B. Menezes, Fabio C. Bezerra, Amanda V. Teles, Kamilla Moraes
Alves, Lais Alonso, Antonio Alonso, louri E. Borissevitch, Guilherme R. Lino,
Maria Auxiliadora Andrade, Pablo J. Gongalves, Bernardo A. Iglesias.
Effects of Zinc Complex in Charged Porphyrins on the photo-degradation of
4 macrobiomolecules and membranes models.
Autores: L. Alonso, F. C. Bezerra, A. V; Telles, G, R. Lino, L. M. Almeida, A.
Alonso, S. C. Zilio, I. E. Borissevitch, P. J. Gongalves.
Depdsito de pedido de Patente
Desinfec¢é@o de sémen por fotossensibilizadores e imunoconjugados
7 Inventores: Oliveira, Taise Maria dos Anjos; De Souza, Guilherme Rocha Lino
Teles, Gongalves, Pablo José; Amanda Vargas; Bezerra, Fabio de Castro; Brazil,
Denize Silva
Principais trabalhos apresentados
Apresentacdo Oral: Efeitos da Interacdo com Albumina de Soro Bovino sobre as
Caracteristicas dos Estados Excitados da Porfirina meso-Tetrakis(P-
2 Sulfonatophenyl).
Autores: F. C. Bezerra, L. M. Almeida, L. Alonso, A. Alonso, S. C. Zilio, I. E.
Borissevitch, P. J. Gongalves.
I Workshop de Fisica Aplicada a Medicina e Biologia
Apresentacdo Oral: Use of Spectroscopic Techniques for Evaluating the Coupling
of Porphyrins on Biocompatible Nanoparticles. A Potential System for
4 Photodynamics, Theranostics, and Nanodrug Delivery Applications.
Autores: Magno, Lais N., Bezerra, Fabio C., Freire, Luiz Eduardo S., Guerra,
Rubens A., Bakuzis, Andris F., Goncalves, Pablo J.
I Workshop do programa de Pés-Graduacdo em Fisica
Painel: Termodindmica da Intera¢do de Duas Porfirinas Hidrossoliiveis com
Albumina de Soro Bovino.
2 Autores: Fabio de Castro Bezerra, louri Evgenievitch Borissevitch, Pablo José
Gongalves.
5° Encontro de Fisica do Centro-Oeste
Apresentacdo Oral: Avaliacdo do Potencial Fotodindmico de Porfirinas Tetra-
Rutenadas.
5 Autores: F. C. Bezerra, A. V. Teles, L. B. Menezes, B. A. Iglesias, M. A. Andrade,
G. R. L. Souza, P. J. Goncalves.
XXXI111 Semana da Fisica
“PREMIO DE MELHOR COMUNICACAO ORAL”

Como perspectivas futuras, pretendemos ainda, através de acordos de colaboracéo,
realizar docking molecular, que séo investigacoes teoricas sobre as interacGes das porfirinas
com as macromoléculas bioldgicas, e dessa forma, esclarecer melhor o perfil dessas interacées.

Pretendemos também, dar continuidade aos trabalhos em andamento que estdo apresentados
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nos topicos de 7 até 10 do quadro de atividades. Com relagdo ao tema 7, pretendemos realizar
estudos de intera¢6es da hematoporfirina com anticorpos reativos ao Herpes virus bovino, para
explicar melhor os resultados, j& obtidos, de inativa¢do desse virus em sémen bovino. Quanto
ao tema 8, pretendemos fazer outras formulagbes com concentragbes variadas de
fotossensibilizadores e diferentes viscosidades para determinar a condigdo 6tima do creme-gel
na inativacdo de papiloma em bovinos. Os temas 9 e 10 estdo nas fases iniciais de investigagdes
e, dessa forma, pretendemos realizar novas medidas de absor¢ao Uv-vis e emissao fluorescente,

para estabelecer controles e protocolos adequados.
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