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Resumo

A Terapia Fotodindmica (PDT, Photodynamic Therapy) é uma modalidade terapéutica
em ascensdo, indicada como uma alternativa ao tratamento de micro-organismos e diversos
tipos de céancer. Para seu funcionamento sdo necessarios trés componentes: o0Xigénio
molecular, luz visivel e um fotossensibilizador (FS). Dentre os FS mais utilizados estdo as
porfirinas, que podem ser catibnicas ou anibnicas dependendo da carga periférica da sua
estrutura. Em uma administracdo sistémica, os FS percorrem a corrente sanguinea, sendo
possivel a interacdo com elementos do corpo como proteinas, que podem ser foto-oxidadas
com a administracdo controlada de luz, perdendo sua funcdo, seja estruturalmente ou
funcionalmente, o que pode ocasionar morte celular de tecidos alvo. O presente trabalho
analisou a foto-oxidacéo da albumina sérica bovina (BSA) por duas porfirinas hidrossoluveis
cationicas (TMPyP e ZnTMPyP) e duas anionicas (TPPS e ZnTPPS). Foi analisado o efeito
da presenca do atomo metalico no anel central da porfirina; dois tipos de fontes de irradiacao
(uma fonte halégena e um mddulo laser emitindo em 532 mn); o efeito da BSA na producéo
de oxigénio singlete e, por fim, o efeito da adicdo de oxigénio constante de tempo de foto-
oxidag&o. Inicialmente foi encontrado um protocolo que permitiu a obtencdo reprodutiva das
constantes de foto-oxidacdo. Na sequéncia, foi observado que a constante de tempo de foto-
oxidacdo € maior para porfirinas cationicas, devido a maior proximidade com o residuo
fluorescente triptofano, e aumenta com a presenca do zinco, que por ser um atomo pesado
favorece o processo de cruzamento intersistemas e producdo de espécies reativas. Também foi
observado que a lampada haldgena proporciona uma degradacdo mais rapida do que a do
laser, podendo estar associado a sua maior amplitude espectral poderia oxidar outros
componentes da albumina. Além disso, foi possivel concluir que a BSA atua como um
obstaculo entre o FS e o oxigénio molecular, reduzindo a formacdo de oxigénio singlete, o
que fez necesséria a adicdo de gas oxigénio na solucdo para obtencdo de sinal de
fosforescéncia, 0 que promove uma reducdo na taxa foto-oxidativa. Nossa hipdtese é de que a
foto-oxidacéo rapida no inicio do processo pode mudar a conformacao da BSA, bloqueando o
acesso do oxigénio. Os resultados aqui obtidos s&o valiosos para o estudo de foto-oxidacao de
proteinas e que podem ser estendidos para outras estruturas bioldgicas alvos de estudos sobre

acdo fotodindmica.

Palavras chave: Fotodegradacéo, porfirinas, triptofano, PDT.



Abstract

Photodynamic Therapy (PDT) is a growing therapy, indicated as an alternative to the
treatment of microorganisms and various types of cancer. For its operation, three components
are necessary: molecular oxygen, visible light and a photosensitizer (FS). Among the most
used FS are porphyrins, which can be cationic or anionic depending on the peripheral charge
of their structure. In systemic administration, FS travel through the bloodstream, making it
possible to interact with body elements such as proteins, which can be photo-oxidized with
controlled administration of light, losing their function, whether structurally or functionally,
which can cause death. cell of target tissues. The present work analyzed the photo-oxidation
of bovine serum albumin (BSA) by two cationic (TMPyP and ZnTMPyP) and two anionic
(TPPS and ZnTPPS) water-soluble porphyrins. The effect of the presence of the metallic atom
in the central ring of the porphyrin was analyzed; two types of irradiation sources (a halogen
source and a laser module emitting at 532 mn); the effect of BSA on the production of singlet
oxygen and, finally, the effect of adding constant photo-oxidation oxygen. Initially, a protocol
was found that allowed the reproductive obtainment of photo-oxidation constants.
Subsequently, it was observed that the photo-oxidation constant is greater for cationic
porphyrins, due to their greater proximity to the fluorescent residue tryptophan, and increases
with the presence of zinc, which, as it is a heavy atom, favors the process of intersystem
crossing and production. of reactive species. It was also observed that the halogen lamp
provides faster degradation than the laser, which may be associated with its greater spectral
amplitude and could oxidize other albumin components. Furthermore, it was possible to
conclude that BSA acts as an obstacle between FS and molecular oxygen, reducing the
formation of singlet oxygen, which made it necessary to add oxygen gas to the solution to
obtain a phosphorescence signal, which promotes a reduction in photo-oxidative rate. Our
hypothesis is that rapid photo-oxidation at the beginning of the process can change the
conformation of BSA, blocking oxygen access. The results obtained here are valuable for the
study of protein photo-oxidation and can be extended to other biological structures targeted
for studies on photodynamic action.

Keywords: Photodegradation, porphyrins, tryptophan, PDT.
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CAPITULO

INTRODUCAO

A Terapia Fotodindmica (PDT, Photodynamic Therapy) é uma modalidade terapéutica
minimamente invasiva que esta sendo utilizada para o tratamento de doencas neoplasicas. Ela
consiste em wuma foto-reacdo oxidativa que depende de trés componentes: um
fotossensibilizador (FS), a luz visivel e o oxigénio molecular que estd presente nos tecidos.

Ao incidir luz em um FS ele absorve a energia e passa para um estado excitado, onde
pode haver a formacdo do estado tripleto, que é um estado metaestavel, ou seja, um estado
mais energetico que carrega consigo a restricao de multiplicidade diferente, que Ihe impede a
transicdo imediata para o estado fundamental. A energia desse estado tripleto excitado
geralmente é suficiente para reagir com o oxigénio molecular, formando espécies reativas de
oxigénio (EROs) e o oxigénio singlete, capazes de ocasionar morte celular em alvos
bioldgicos especificos por meio de estresse oxidativo (GONCALVES, P. J, et al. 2021).

A PDT tem diversas aplicacdes bem sucedidas, dentre elas estd o combate a
microrganismos como fungos, virus e bactérias, e o tratamento de diversos tipos de cancer
como de esdfago e pulmdo, em que € feita a administracdo de uma fibra Optica para a
irradiacéo dos tecidos (USUARIOS 2023). Recentemente, o Ministério da Satde incorporou a
PDT no Sistema Unico de Satde (SUS) como uma alternativa para o tratamento do cancer de
pele mais frequente no Brasil, o basocelular superficial e nodular. Sua incorporacdo foi
indicada pela Comissdo Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no SUS (Conitec) devido
ao baixo custo, e bons resultados de tratamento (TERAPIA, 2023). Os estudos apresentados
na avaliagdo indicaram que 85% dos tumores tratados com o procedimento foram eliminados,
sem efeitos colaterais importantes e sem formacao de cicatriz.

A PDT também vem sendo usada como uma alternativa promissora contra a
resisténcia bacteriana a antibidticos (SINTRA R., 2024). Para isso uma molécula é adicionada
a um sistema de analise contendo bactérias, apos ela ser absorvida é feita sua ativacdo com
luz, o resultado é a producdo de radicais livres que realizam os processos foto-oxidativos
responsaveis pela destruicdo da resisténcia de membrana e das bombas de efluxo que tém a

funcdo de descartar substancias que ndo interessam para a bactéria, além disso ocorre a
1



reducdo da capacidade de produgdo enzimatica, assim € possivel realizar a administracdo de
antibioticos tradicionais para mata-las. As pesquisas provaram que, de forma andloga,
também é possivel quebrar a resisténcia flngica aos fungicidas.

Os principais FS sdo as porfirinas, ftalocianinas e clorinas, cujas estruturas
moleculares estdo representadas na Figura 1. Entretanto, dentre eles, os mais utilizados séo as
porfirinas, pois essas moléculas ttm bom rendimento de producdo do oxigénio singlete, alta
seletividade, ou seja, mais afinidade e penetracdo no tecido doente em relagcdo ao saudavel e
baixa toxicidade na auséncia de luz (OLIVEIRA, K.T., et al.2014). Elas s&o heterociclos

aromaticos com quatro unidades pirrolicas unidas por pontes meso-metinicas.

Figura 1: Diferentes tipos de fotossensibilizadores: a) Porfirina; b) Clorina; c) Ftalocianina.
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Fonte: (OLIVEIRA, K.T., et al.2014).

As clorinas podem ser obtidas a partir da porfirina correspondente, mediante reducao
de uma das duplas ligacdes periféricas do anel porfirinico. O uso destas moléculas pode ser
invidvel na PDT pois pode gerar fotossensibilidade prolongada na pele (OLIVEIRA, K.T., et
al.2014), além disso, sua producdo é limitada devido as rotas sintéticas serem muito
complexas, custo de producdo ser elevado e apresentar dificuldade de purificacao.

As ftalocianinas sdo constituidas por quatro unidades isoind6licas unidas por &tomos
de nitrogénio, elas séo geralmente planares com conjugacéo eletronica elevada, que leva a
molécula a ter absor¢do na regido do visivel (OLIVEIRA, K.T., et al.2014). Dentre as
limitagdes no uso em PDT esta o fato de que os compostos ftalocianinicos sofrem alta taxa de
agregacao, o que reduz o tempo de vida do estado tripleto e consequentemente a producao do
oxigénio singlete.

Estudos recentes mostraram que as reacdes com oxigénio singlete e outras EROs séo
as principais vias de foto-oxidacdo das proteinas (PATTISON D.I., 2012), ou seja, reacoes
nas quais o oxigénio é o reagente e sdo facilitadas pela presenca da luz, sugerindo que elas

podem ser alvos importantes em aplicagdes fotodindmicas. As proteinas sdo componentes



importantes de células e tecidos que desempenham fungdes-chave dentro dos organismos,
incluindo reagGes metabdlicas, estrutura celular, transporte de moléculas e outros. Danos
induzidos por foto-oxidacdo de proteinas podem resultar em alteracbes estruturais e
funcionais como o seu dobramento, sua fragmentacdo etc. (CAVALCANTE R.S. 2009).
Esses eventos podem causar dano celular e disfungédo tecidual, o que pode resultar em
apoptose, necrose, alteracdo da sinalizacdo celular e mdltiplas patologias humanas
(PATTISON D.1., 2012).

Dentre as moléculas mais abundantes no sangue esta a albumina, ela esta fortemente
associada ao transporte de nutrientes, sua interacdo com os fotossensibilizadores causa
alteracdes em suas conformacdes estruturais. A albumina sérica bovina (BSA) € uma proteina
do sangue bovino que tem grande similaridade estrutural com a do sangue humano (HSA)
(BUJACZ A., 2012). Além disso, tem se mostrado um sistema simples e valioso que permite
estudo de processos foto-oxidativos.

As albuminas, ilustradas na Figura 2-a), possuem estruturas helicoidais divididas em
trés dominios (I, Il e Ill) de conformacgdes similares e que se subdividem em dois
subdominios (A e B) que se diferem entre si pela rigidez da estrutura proteica devido ao
namero de pontes dissulfeto. A BSA apresenta dois aminodacidos triptofano fluorescentes, o
Trp 134 no sitio 1B e o Trp 212 no sitio 11A, que sdo utilizados para monitoramento e podem
ser vistos na Figura 2-b). Na BSA, a interacdo com o fotossensibilizador leva a supressao da
fluorescéncia da banda de emissdo em 347 nm (BELATIK, A. et al. 2012), associada aos dois
residuos de triptofano (Trp-134 e Trp-212), situados em dois dominios proteicos de interagdes
hidrofobicas e a eventual formacao de agregados. Sua ligagdo com o fotossensibilizador gera

uma alteracdo do tempo de vida do estado tripleto.

Figura 2: Estrutura da BSA: a) Dominios e Subdominios; b) Localizacdo dos triptofanos.

Fonte: (BELATIK, A. et al. 2012)



CAPITULO

OBJETIVOS

O presente trabalho de conclusdo de curso teve como principal objetivo analisar a
foto-oxidacdo da proteina albumina por porfirinas hidrossoltveis. Para isso foram avaliados
o0s espectros de absorcéo, fluorescéncia e fosforescéncia de quatro amostras na presenca e
auséncia da albumina. Além disso, também foi alterada a condi¢do de saturacdo de oxigénio,
com isso foi possivel fazer uma imersdo nas propriedades fotofisicas das moléculas. Os
objetivos especificos do trabalho foram:

I Obtencéo das constantes de tempo de foto-oxidagdo em solugéo;
ii. Avaliacgéo dos efeitos das cargas (positivas ou negativas);
iii. Avaliacdo da presenca de metais no anel central da porfirina;
iv. Obtencdo das constantes de tempo de foto-oxidacdo em solucdo em condicédo

de saturacao de oxigénio;

V. Avaliacdo do efeito da albumina sobre os estados tripletos;
Vi. Avaliacdo do efeito da presenca da albumina sobre a producdo de oxigénio
singlete.



CAPITULO

ASE CIENTIFICA E FUNDAMENTA(;;&O

oy

TEORICA

3.1. Dinamica dos estados excitados

Para compreender os processos fotofisicos avaliados no trabalho € necessario utilizar
um diagrama de niveis de energia, conhecido por diagrama de Jablonski. Este modelo permite
explicar a dindmica de estados excitados.

Em 1933, Aleksander Jablonski, fisico polonés, propds um diagrama de niveis de
energia para explicar as transicdes eletronicas de moléculas organicas, como os FS. Esses
niveis sdo bem definidos, eles tém um estado fundamental singleto de menor energia (So) e
estados excitados de maior energia singleto (Si1, Sz, ..., Sm) e tripleto (T1, T2, ..., Tn). O
diagrama de Jablonski é ilustrado na Figura 3, nela podemos ver os niveis eletrébnicos como
linhas espessas horizontais e 0s niveis vibracionais como linhas menos espessas e podemos

ver 0s processos fotofisicos que acontecem na molécula.

Figura 3: Diagrama de Jablonski.
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A nomenclatura dos estados singleto e tripleto se da por meio da multiplicidade (M) de

spin da molécula, que é dada pela equacdo:



M=25+1 1)

sendo S o spin total da molécula. A Figura 4 nos mostra no primeiro estagio a molécula no
estado singleto fundamental, pois temos um elétron com spin + 1/2 e outro com spin — 1/2,
portanto, S = 0, assim M = 1. No segundo estagio M = 1 pelo mesmo motivo, mas um

elétron se encontra no estado mais energético, dessa forma ela se encontra no estado singleto

excitado; por fim, no terceiro estdgio temos o estado tripleto excitado, pois temos dois

elétrons com spin + 1/2, portanto, S =1e M = 3.

Figura 4: Esquematizacdo da multiplicidade de spin.
Energia
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Fonte: QUORA (2018, p.3)
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Os fotossensibilizadores (FS) sdo moléculas que em seu estado fundamental (So)
atuam como absorvedores da luz visivel. Ao absorverem fétons de energia correspondente a
diferenca de energia entre os niveis, eles passam para um estado excitado que € chamado
estado singleto (S1). Para voltar para o estado fundamental eles sofrem processos radiativos
(com emissdo de fotons) e ndo radiativos (sem emissdo de fotons). O processo de perda de
energia importante na PDT é o cruzamento intersistemas, pois nele teremos a formacao de
estado tripleto (T1), que € um estado metaestavel que permite a reagdo com um substrato para
formar EROs e esses mecanismos irdo produzir a foto-oxidacdo e levar a morte celular.

Os processos ndo radiativos do FS sdo a relaxagdo vibracional, a conversdo interna
(CI) e o cruzamento intersistemas (ISC). A relaxacdo vibracional € uma transicdo em que a
perda energética ocorre por meio de colisdes moleculares e perdas térmicas. A Cl é uma
conversdo entre dois estados eletrdnicos de mesma multiplicidade de spin. A conversdo do
estado Si para So é possivel, mas € menos eficiente do que a de Sz para S1, devido a diferenca
energética entre os niveis Si e So ser muito maior. O ISC é uma transigéo entre dois sistemas

vibratérios isoenergéticos com niveis pertencentes a estados eletronicos de diferentes



multiplicidades de spin, ele pode ser rapido o suficiente para competir com outros processos
de desativacéo de Si.

Os processos radiativos sdo chamados de fotoluminescéncia e sdo divididos em dois
tipos: fluorescéncia e fosforescéncia. A fluorescéncia é a emissdo de fotons acompanhada de
relaxagdo, com preservacdo da multiplicidade de spin, o que permite um retorno do estado S;
ao estado fundamental So. A fosforescéncia é a emissdo de fotons a partir do estado excitado
tripleto Ty para So, onde tem-se decaimento radiativo e ela tem tempo significativamente
maior que o da fluorescéncia pois a transi¢ao envolve estados de diferentes multiplicidades. O
tempo de vida caracteristico de cada transicdo € dado na Tabela 1.

Tabela 1: Tempos de vida das transi¢ces no fotossensibilizador.

Processo Tempo caracteristico (s)
Absorcdo 10"
Relaxacdo vibracional 1012 -10"°
Tempo de vida do estado excitado S 10— 107
Cruzamento intersistema 16:1%=10
Conversdo interna 10 —10°
Tempo de vida do estado excitado T 10%-10°

Fonte: (VALEUR B., 2002)

Ap0s 0 processo de conversdo interna teremos uma populacdo no estado tripleto. Na
presenca de oxigénio molecular, como acontece nos tecidos, o FS tem energia suficiente para
interagir com o O e formar espécies reativas, podendo levar & morte celular por meio de foto-
oxidacdo e esse € o mecanismo explorado pela PDT, que faz a aplicacdo disso em tecidos
alvo, com o objetivo de promover a morte celular em tecidos tumorais ou infecciosos. O

processo € descrito esquematicamente na Figura 5.



Figura 5: Diagrama de Jablonki de um FS, com os estados eletronicos da molécula, os processos
fotofisicos e as espécies reativas formadas que ocasionam a morte célular.
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Fonte: GONCALVES, P. J, et al. (2021, cap.1 p.17)

Na Figura 5 podemos ver o diagrama de niveis de energia tipico de um FS. Existem
dois mecanismos para gerar as espécies capazes de ocasionar morte celular (GONCALVES, P.
J, et al., 2021): a transferéncia de elétrons (reacdo tipo I) e o processo de transferéncia de
energia entre moléculas do FS, no estado tripleto, para o oxigénio molecular (reacéo tipo II).

A reacgdo tipo | produz espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e é favorecida em
condicdes de baixa concentracdo de oxigénio molecular. Dentre as espécies formadas a mais
agressiva é o radical hidroxila (OH), que pode ser obtido pela foto-oxidacdo da agua. Ela
promove a morte celular por apoptose ou autofagia pelo estresse causado no reticulo
endoplasmatico.

Na reac&o tipo Il temos como principal produto formado o oxigénio singlete (*O2), que
é extremamente importante na PDT devido seu tempo de vida ser suficiente para reagir com
alvos remotos (NONELL; FLORS, 2016). Reacgdes deste tipo sdo favorecidas em condicoes
de alta concentracdo de oxigénio. O oxigénio singlete reage com proteinas, podendo gerar
hidroperdxidos resultando em danos a outras proteinas celulares, promovendo a morte celular
por apoptose (RONSEIN et al., 2006).

3.2.Deteccdo do oxigénio singlete

Devido & importancia da formacdo de oxigénio singlete na PDT é til quantificar sua
producdo. Isso é feito pelo calculo do rendimento quéntico de producdo do Oz (®,). Ele é
obtido por meio da combinacao de técnicas experimentais que envolvem medidas de emissdo

de fosforescéncia do oxigénio singlete e a absor¢do da molécula FS. Este é o chamado método



direto. No processo de relaxacdo do oxigénio singlete ocorre a emissdo de fosforescéncia na
regido do infravermelho, com o méximo localizado perto de 1270 nm.

O sistema adquirido pelo Grupo de Biofotdnica da UFG para obtencdo do espectro de
fosforescéncia indicado na Figura 6-b) consiste em:

e Uma fonte de laser continuo com comprimento de onda de excitagao Aexc=532 nm;

e Um porta-amostra, onde sera incidido o feixe de laser;

e Um monocromador que seleciona o comprimento de onda da luz de analise, a qual

é coletada por um detector de estado solido refrigerado (InGaAs);
e Um console de controle e processamento de dados (SpectrAcq) que faz a interface

com um computador.

Figura 6: a) Diagrama de niveis envolvidos na técnica b) Arranjo experimental para deteccéo de
oxigénio singlete.

Brilliont

Fonte: Alterado de GONCALVES, P. J, et al. (2021, cap.1 p.22)

O rendimento quantico de producdo de oxigénio singlete (dx) pode ser calculado pela
seguinte equacdo (GONCALVES, P. J, et al. 2021):

I A
D, = L= Zexe0 2
Alexc Ifoso
Sendo, If,s € I, as integrais da curva de emissdo de fosforescéncia, ou seja, a area
abaixo da curva, da amostra e do padrdo respectivamente, A, e A, _  o0s valores de
absorbéancia no comprimento de onda de excitacdo da amostra e do padrdo e ®xo 0 rendimento

quantico de producdo de oxigénio singlete do padréo.



3.3.Técnica da Flash-Fotolise

A Flash-Fotolise, também chamada de espectroscopia de Absorcdo Transiente, € uma
técnica capaz de gerar, sondar e caracterizar espécies de vida curta, como o0s estados excitados
moleculares tripletos. Ela permite monitorar e avaliar a formacéo de estados tripletos, seu
tempo de vida, taxa de supressdo do oxigénio, espectro transiente do estado tripleto e seu
rendimento quantico de formacdo, caracteristicas de grande importancia para o estudo e
desenvolvimento de um melhor fotossensibilizador para ser utilizado na PDT (ZHANG, X.F.,
2017).

O sistema da Flash-Fotdlise pertence a familia de técnicas de bombeio e prova (pump-
probe), que sdo usados para estudar processos rapidos de espécies transitorias que tém um
tempo de vida muito curto. O bombeio do sistema (pump) utilizado em laboratorio € um laser
de Nd:YAG, emitindo em 532 nm (2° harmdnico) com pulso da ordem de 4-6 nanossegundos,
numa taxa de repeticdo de 10 Hz (Figura 7). O bombeio é realizado por um pulso intenso de
laser que permitira que uma significativa populacdo seja promovida aos estados excitados Si
através da absor¢do So — Si (GONCALVES P. J., 2021). Apo6s a absorcdo, parte da
populacdo volta ao estado fundamental por meio dos processos radiativos e ndo radiativos.
Uma das formas de liberacdo de energia é por meio do cruzamento intersistemas (ISC), onde
ha a formacéo do estado tripleto S1— T1. O estado T1 é um estado metaestavel com tempo de

vida da ordem de microssegundos, o qual podera ser monitorado na Flash-Fotdlise.

Figura 7: a) Montagem esquematica da técnica de Flash-Fotoélise b) diagrama de niveis de energia
envolvidos na técnica.
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Fonte: GONCALVES, P. J, et al. (2021, cap.1 p.20)

No equilibrio termodinamico, toda populacao eletronica estara no estado fundamental
singleto So. Quando incidimos um feixe de laser na banda de absorcdo de uma amostra,
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teremos uma absorbéancia (A1) devido a transicdo So — S1. Ela pode ser escrita conforme a lei

de Beer-Lambert:

A; = &t 3)

onde &5 é o coeficiente de absorcdo molar do estado fundamental envolvido na transi¢do So —
S1, C, é a concentracéo total da populacéo eletronica, que inicialmente se encontra no estado
So e £ € 0 caminha oOptico da cubeta em que a amostra foi inserida.

Apos a excitagdo So — Si, parte da populagdo eletrénica retorna para o estado
fundamental singleto (So) pelos processos citados anteriormente e o restante vai para o estado
tripleto T1. Quando a luz da lampada de xendnio (probe) atinge a amostra, havera populacéo
tanto no estado fundamental So quanto no estado tripleto Ti. Nessa etapa, a absorcdo da
amostra sera devido as transicdes So — S1 e T1 — Tn. Tais transi¢Oes sdo representadas pelos
coeficientes de absor¢do molar &5 e 7, respectivamente. De forma anéloga, as populacdes
eletronicas nos estados So e T1 serdo representadas por Cg e Cr, respectivamente. Assim, a

absorbancia devido a ldmpada de xen6nio (A2) sera representada pela expressao:

A, = (esCs +&7Cp) £ (4)

Os coeficientes de absorcdo molar sdo constantes, mas a populacdo eletrbnica é
dependente do tempo. Geralmente o caminho Optico da cubeta de vidro ou quartzo £ é de 1
cm, entdo esse termo serd omitido nas proximas equacdes.

Uma vez que o tempo de vida do estado S: é muito curto (nanossegundos), podemos
assumir que a populacdo eletrénica se distribui apenas entre os estados So e Ty e assim,

podemos escrever.

Cs(®) + Cr(t) = C (5)

Onde Co € a concentracdo total. Para simplificar a notagéo, o simbolo que representa a
dependéncia temporal (t) serd omitido. Agora, substituindo Cs da equacéo (5) na equacgéo (4),

obtemos:

A; = g5(Co — Cp) + &7Cp (6)
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Aplicando propriedade distributiva:

A; = &sCo — &Cr + e7Crp (7)

Reescrevendo:

A, =A1— (s —€7)Cr (8)

Considerando que AA = A, — A,, obtemos:

AA = —(gg — e7)Crp )

Finalmente, obtemos a absorcao transiente da amostra (AA):

AA = (e — &)Cr (10)

Explicitando as dependéncias, temos que a absor¢cdo molar depende do comprimento
de onda (1) e a populacdo depende do tempo (t), assim podemos escrever na forma completa
da absorcéo transiente (GONCALVES, P. J, et al., 2021):

AA(A,t) = [er (D) — es(D]Cr ()€ (11)

Para um dado comprimento de onda (1), a curva da absorcdo transiente permite obter a
evolucdo temporal da concentracdo da populacdo no estado tripleto C; e assim obter o tempo

de vida desse estado.
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CAPITULO

METODOLOGIA

4.1.Preparagdo das amostras

4.1.1. Porfirinas

No experimento foram utilizadas as porfirinas anidnicas 5,10,15,20- Tetrakis(4-
sulfonatofenil)-21H,23H-porfirina (TPPS) e 5,10,15,20-Tetrakis(4-sulfonatofenil)-21H,23H-
porfirina de zinco Il (ZnTPPS), e as porfirinas catidnicas 5,10,15,20-Tetrakis(1-metill-4-
piridinio)- 21H,23H-porfirina (TMPyP) e 5,10,15,20-Tetrakis(1- metill-4-piridinio)-21H,23H-
porfirina de zinco Il (ZnTMPyP), a estrutura molecular delas esté indicada na Figura 8, elas
foram escolhidas por serem tipicos FS, com atividade fotodinamica conhecida, propriedades
fotofisicas bem exploradas e que ja estdo sendo utilizadas pelo grupo de Biofotdnica do IF-
UFG nos ultimos anos. As porfirinas foram adquiridas da empresa Porphyrn Inc e a albumina
de soro bovina (BSA) da Sigma Co.

Figura 8: Estrutura molecular das porfirinas: a) TPPS; b) ZnTPPS; c) TMPyP; d) ZnTMPyP.
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Fonte: (DUCAS E. S. A., 2021)
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As solucdes de porfirinas foram preparadas em solugdo tampdo fosfato-salino (PBS) de
pH=7,2 e foram feitos 10 mL de solucdo para cada porfirina. Foram ajustadas suas
concentracdes usando a equacdo de Beer-Lambert (12) a partir dos coeficientes de absorcéo
molar do pico de absorcdo obtidos na literatura, indicados na Tabela 2. Na equacdo, a
absorbancia (A) é dada pelo produto entre o coeficiente de absorcdo molar (€), a concentracdo
da amostra (C), e o caminho ¢ptico da cubeta em que a amostra foi inserida (1)
(GONCALVES, P. J, et al. 2021).

AN =D Cl (12)

Tabela 2: Coeficientes de absor¢do molar do pico obtidos na literatura e as absorbancias calculadas
pela equacdo 12.

TPPS ZnTPPS TMPyP ZnTMPyP
Pico (nm) 515 562 518 562
€ (L/mol.cm) 1,30.10* 1,74.10* 1,39.10* 1,74.10*
Absorbancia 0,13 1,18 0,14 1,18

Fonte: (DUCASE. S. A., 2021)

4.1.2. Albumina

Para o preparo da solucdo de BSA, foram feitos os calculos de ajuste de acordo com a
equacdo (13). Para obter uma concentracdo molar inicial (C;) de 1 mM, a massa de 71,1 mg
de BSA em po foi diluida em 1,077 mL de PBS.

€1 = MTI\Z.V (13)

em que C; € a concentragdo molar (em mol/L), m é a massa de soluto (em g), MM é a massa
molar do soluto indicada pelo fabricante (em g/mol) e V é o volume (em L). A solugédo
estoque foi armazenada na geladeira (6° C) para que sua conservacao fosse possivel durante

todos os dias de experimento.
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4.2.Interacdo das porfirinas com a albumina e processo de foto-
oxidacdo da BSA utilizando uma fonte haldgena.

Para a observacdo da foto-oxidacdo de proteinas, a BSA foi retirada da geladeira e
deixada por 15 minutos na estufa (35°C) e depois por 30 minutos em temperatura ambiente
para completa termalizacdo da amostra. Em seguida, a amostra da BSA foi diluida para uma
concentracdo final (C2) a ser utilizada nos experimentos subsequentes. Para isso, foram
adicionados 20 pL de BSA em 2 mL de porfirina, a solu¢do foi armazenada por 30 minutos
para a completa ligacdo entre as porfirinas e a BSA. Para realizar a devida diluicdo, os
volumes utilizados (V; e V,) foram obtidos utilizando a equacdo (14) mantendo a propor¢édo

de concentracgdo (C; e C,) desejada.
C1V1 = C2 VZ (14)

Em seguida 2,5 mL da solugdo foram colocados em uma cubeta de quartzo e foi feita a
medida do espectro de fluorescéncia. O restante da solucdo foi mantido no béquer e coberto
com papel aluminio para que a luz ndo degradasse a amostra. A cubeta foi irradiada por uma
lampada hal6gena (emitindo de 400-900 nm) por dez minutos e foi feita a medida de
fluorescéncia da amostra irradiada em funcdo do tempo de irradiacdo. O processo de
irradiacdo e medida foi repetido 6 vezes para acompanhar a degradacdo da proteina com o
tempo. O béquer tampado durante 60 min foi analisado a partir da obtencdo do espectro de
fluorescéncia.

Na etapa de medicdo nos equipamentos, usamos 2,5 mL de PBS para fazer a linha de
base, que nos indica a influéncia do solvente na nossa analise, e em seguida foi obtido o
espectro de fluorescéncia da BSA na presenca de cada porfirina no mesmo volume no
espectrofluorimetro Hitachi F-7000, gentilmente cedido pelo prof. Dr. Antdnio Alonso do
laboratério de Biofisica do IF/UFG. A largura das fendas de entrada e saida do
espectrofluorimetro também foram ajustadas para 1 e 2,5 nm respectivamente. A irradiacdo
foi realizada a 5 cm de distancia, incidindo em toda a amostra, com a presenca de uma pulga

magnética e o agitador magnético, para a homogeneizagéo da solugéo.
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4.2.1.  Analise das condic¢Oes experimentais

Para garantir que as condigfes experimentais sdo as mais adequadas, ou seja, que
contenham o maior sinal, foram feitas algumas anélises referentes ao comprimento de onda de
excitacdo da amostra e a largura das fendas de entrada e saida do espectrofluorimetro. A
analise foi feita sem irradiacdo da amostra, inicialmente apenas com BSA.

Também quantificamos as propriedades da irradiagdo da amostra. Para isso foi medida
a poténcia da lampada por um medidor de poténcia variando a altura entre o liquido na cubeta
e a ponta da lampada e a partir dos valores de poténcia e altura foram calculadas as
irradiancias, definida pela poténcia pela area irradiada.

Para tentar entender o processo de degradacdo, foram feitas duas analises de controle.
As suposicdes eram de que a proteina é degradada pela luz independente da presenca de

porfirina, ou a proteina é degradada pela porfirina independente da presenca da luz halégena

4.3.Processo de foto-oxidacéo da BSA utilizando um laser.

Neste processo repetimos o mesmo procedimento descrito na Se¢édo 4.2 substituindo a
fonte halégena por uma fonte de laser com comprimento de onda em 532 nm. A agitacao
magnética foi usada para garantir que a maior quantidade possivel de moléculas pudesse
passar pelo feixe de irradiacdo, sendo excitadas. A diferenca entre 0s espectros de emisséo

das fontes de irradiacdo se encontra na Figura 9.

Figura 9: Espectros de emissao da lampada hal6gena e do laser com comprimento de onda em 532
nm.
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Fonte: Autoria prépria
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Na busca por encontrar um protocolo de preparacdo das amostras que levasse a
resultados de foto-oxidacao reprodutiveis, varias alternativas foram testadas. O protocolo que

se mostrou reprodutivo segue as seguintes etapas:

Conforme descrito na secdo 4.2, ap6s a termalizacdo da BSA, inicialmente colocamos
a albumina em contato com a porfirina para ocorrer a interacdo dos componentes por 15
minutos em repouso no escuro. Em seguida, deixamos sob agitacdo utilizando um agitador

magnético, ainda no escuro, por mais 15 minutos e s6 entdo demos inicio as medidas.

4.3.1. Medidas para obtencé@o do oxigénio singlete.

Adicionamos a solugéo de porfirina em uma cubeta, usamos o aparato experimental
ilustrado na Figura 6-b) para a andlise de producdo de oxigénio singlete. Foi medido o
espectro de fosforescéncia por 3 ciclos de repeticdo, processo que demorava cerca de 9
minutos e como a amostra estava sob irradiacdo constante do laser, a hipotese é de que ela
degradava. Posteriormente foi obtido o espectro de absorcéo e fluorescéncia da amostra, para
comprovar nossa hipotese, o processo foi repetido na presenca da BSA.

N&o obtivemos sinal na medida de fosforescéncia da amostra de porfirina com a BSA,
entdo percebemos que era necessaria a adi¢cdo de oxigénio para a retomada do sinal, o que fez
com que todas as medidas seguintes fossem feitas nesse padréo. Para isso, foi borbulhado o
gas oxigénio por 20 minutos para dentro da cubeta, que foi tampada com um septo de
borracha, além disso foi feita a agitacdo manual durante esse tempo para garantir a
homogeneizacdo do acesso ao gas na amostra. Em seguida, foram obtidos os espectros de
fosforescéncia, absorcdo e fluorescéncia respectivamente da amostra contendo BSA, o
processo foi repetido 5 vezes para a obtencéo da constante de tempo de foto-oxidacgéo.

4.3.2. Medidas no aparato da Flash Fotdlise

Utilizamos a técnica da Flash Fotolise do laboratorio de Biofotonica, ilustrada na
Figura 7-a), para a obtencdo dos tempos de vida do estado tripleto. Fizemos a medida com a
solugéo de porfirina e depois vedamos a cubeta com um septo de borracha e fizemos o
borbulhamento com o gas nitrogénio, para fazer uma varredura e remover o oxigénio da
amostra. Em seguida fizemos a medida para obter o tempo de vida do estado tripleto na

auséncia de oxigénio para realizar uma comparagé&o.
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CAPITULO

RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Ajuste das condicdes experimentais para os experimentos de foto-
oxidacao

5.1.1.  Analise das condicGes experimentais para obtencéo do
espectro de emissao de fluorescéncia

Inicialmente realizamos uma andlise preliminar das condi¢cdes experimentais para
obtengdo do espectro de emissdo de fluorescéncia a ser empregado no estudo de foto-
oxidagdo. Nesta etapa empregamos a porfirina TPPS com a albumina. O espectro de
fluorescéncia da BSA na presenca da TPPS com comprimento de onda de excitacao (A,y.) de
270 nm foi obtido conforme descrito na metodologia (Secdo 4.2) e se encontra na figura
abaixo, o valor escolhido € devido o conhecimento de que a BSA absorve na faixa de 270-290
nm. E possivel observar na Figura 10 que conforme o tempo de irradiacio aumenta, a

intensidade de fluorescéncia reduz, o que indica uma degradacé&o.

Figura 10: Espectro de fluorescéncia da BSA na presenga da TPPS, com A, = 270 nm.
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Fonte: Autoria propria
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Uma andlise do gréafico é a presenca de um pico, por volta de 300 nm, que se confunde
com o pico do espectro de fluorescéncia, o que dificulta a identificagcdo do valor exato do pico
que nos interessa, o problema é devido a presenca do efeito raman do solvente, que se trata de
um espalhamento inelastico da radiacdo pelo material. Para contornar esse problema, o
comprimento de onda de excitacdo foi variado, o que levou a um deslocamento do pico do

efeito.

5.1.2.  Analise do comprimento de onda de excitagdo e das
fendas de excitacdo e emissao.

E necessario 10 nm de diferenca do comprimento de onda de emissio para ndo fazer a
medicdo do feixe de excitacdo, dessa forma, o comprimento de onda de excitacdo foi variado
em 270, 275, 280 e 285 nm. Podemos ver pela Figura 11-a) que o maior sinal foi obtido em
280 nm, sendo um indicativo de que a configuracdo inicial era de fato a mais eficiente. Isso se
justifica devido o pico de absorcdo da BSA ser préximo de 280 nm.

Depois foi feita a analise da largura das fendas de excitacdo e emissdo da lampada do
fluorimetro, elas foram variadas em 1-1 nm, 1-2,5 nm e 2,5-1 nm, sendo o primeiro valor o
comprimento de onda de excitacdo e o segundo o de emisséo, e pela Figura 11-b) vemos que
novamente 0 nosso aparato inicial foi 0 que apresentou maior intensidade, ou seja, o de 1-2,5

nm.

Figura 11: Espectro de fluorescéncia da BSA: a) Variando o A,,.; b) Variando as larguras das fendas
de excitacdo e emissao.
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5.1.3.  Analise da poténcia da fonte haldgena.

Para quantificar as propriedades da irradiacdo da fonte de irradiacdo, a sua poténcia de
emisséo foi medida em fungdo da distancia da fonte. A partir desses valores, foi calculada a
irradiancia que esta apresentada na Tabela 3. Para esse célculo, foi considerado que a
poténcia era depositada em um béquer de area 1,77 cm? Com esses dados, foi feito um

gréfico da irradiancia pela altura da lampada, Figura 12.

Tabela 3: Altura entre o liquido na cubeta e a ponta da lampada, a poténcia e a irradiancia definida
por poténcia pela area irradiada.

Altura (cm) Poténcia da lampada (mW) Irradiancia (mW/cm?)
50+0,1 230,0+0,2 130,2 £ 20,8
6,0+0,1 201,0+0,2 113,7+ 18,2
40+0,1 268,71 0,2 152,1+24,3
3,0£01 320,3+0,2 181,3+ 29,0

Figura 12: Gréfico da irradiancia da fonte de luz em fungdo da distancia do detector.
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Fonte: Autoria propria

5.2. Foto-oxidagao da BSA
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5.2.1. Foto-oxidacao utilizando uma lampada halégena

Depois foi feito o controle para verificar se era de fato a presenca da porfirina estava
afetando a degradacdo a BSA. Para isso uma solugdo de analise foi preparada contendo
apenas a BSA em PBS e entdo foi irradiada por 60 min. Foi possivel observar que a amostra
ndo foi degradada (Figura 13-a), ou seja, na auséncia da porfirina, ndo obtivemos degradacéo,
indicando que a presenca da porfirina € o que de fato estava promovendo a degradacdo da
BSA. Além disso, foi variado o comprimento de onda de excitagdo para 260 nm a fim de
deslocar o pico raman, para ndo interferir no espectro.

Outro controle foi realizado nas mesmas condi¢des para ver se a presenca da luz
afetava a degradacdo da BSA, para isso a solucdo de anélise foi preparada com TPPS e BSA
em PBS mantendo a concentracdo, mas dessa vez ndo houve a irradiacdo. Foi possivel
observar pela Figura 13-b) que a amostra teve uma pequena degradacdo em um primeiro
momento e depois estabilizou, isso se d& pela supressdo de fluorescéncia da albumina pela
porfirina, neste fendmeno uma faixa de espectro de absor¢do da porfirina coincide com uma
faixa do espectro de fluorescéncia da BSA. Como ndo houve degradacdo nos tempos

seguintes, isso indica que de fato a presenca da luz é o que degrada a amostra.

Figura 13: Espectro de fluorescéncia da BSA: a) Irradiada e sem porfirina; b) Sem irradiar e com

porfirina.
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5.2.1.1.

metal

Analise do efeito da carga da porfirina e da presenca do

Em seguida foram obtidos os espectros de fluorescéncia (excitacdo em 260 nm) para

as demais porfirinas em funcéo de tempo de irradiagéo, Figura 14.

Figura 14: Espectros de fluorescéncia com A,,. = 260 nm: a) TMPyP; b) ZnTMPyP; ¢) ZnTPPS; d)

2)

Fluorescéncia (u.a.)

Fluorescéncia (u.a.)

1200

800

—— 00 min
—— 10 min
20 min

/ (334,4 nm)

275

300

325 375 400 425

Comprimento de onda (nm)

350

600 -

N

o

o
T

n

o

o
T

(336,8 nm) | —— 00 min

275

L
300

L L L L
325 350 375 400

Comprimento de onda (nm)

425

Fonte: Autoria prépria

TPPS.
b)

Fluorescéncia (u.a.)

d)

Fluorescéncia (u.a.)

1500

1000 -

a

[=3

o
T

(342,8 nm)

275

L L L
325 375 400

Comprimento de onda (nm)

L
300 425

©

o

o
T

[}

[=]

o
T

w

[=]

]
T

(333,2 nm)

—— 00 min

275

I I I I
325 350 375 400

Comprimento de onda (nm)

I
300 425

Nos espectros foram indicados, por setas vermelhas, as intensidades maximas de

fluorescéncia sem irradiacdo e obtivemos as intensidades de fluorescéncia neste comprimento

de onda para os demais tempos. Os valores foram normalizados e colocados em um grafico,

dessa forma foi possivel obter o tempo de degradacdo (t1) pelo ajuste exponencial, dado pela

equacéo (15).
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y=Are /4y, (15)

Os resultados de todas as amostras foram colocados em um Unico gréfico para realizar

uma comparagao, como demonstrado na Figura 15.

Figura 15: Foto-oxidacao da albumina pela luz na presenca das porfirinas em diferentes instantes de

tempo.
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Fonte: Autoria propria

Foi possivel obter a constante de tempo de foto-oxidacdo (k) que € definida pelo

inverso do ti, ou seja:

k=2 (16)

Tabela 4: Tempos de degradacdo e constantes de tempo de foto-oxidacdo das porfirinas.

ZnTMPyP TMPyP ZnTPPS TPPS
tu(s) 3,57 +0,29 6,36 + 0,54 445 £ 0,49 8,37 + 0,50
k (s 0,28 + 0,02 0,16 + 0,01 0,22 0,02 0,12 0,01

A partir dos dados da tabela podemos fazer duas anélises: o efeito das cargas e a
presenca do zinco no anel central.

1. O efeito das cargas das amostras: podemos observar que as porfirinas
catidnicas sdo mais efetivas. A TMPP apresentou um aumento de 33% na constante de tempo
de foto-oxidacdo (k) dos compostos em relacdo a TPPS. Enquanto que a ZnTMPyP

apresentou um aumento de 27% em comparagdo com a ZnTPPS.
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2. A presenca do zinco: podemos observar que a presenca do zinco aumenta a
eficiéncia de foto-oxidacdo. A ZnTMPP apresentou um aumento de 75% para em relacdo a

TMPP, enquanto que para a ZnTPPS, o aumento foi de 83% em relacdo a TPPS.

O zinco é um &tomo pesado, e isso interfere nas regras de transi¢do, o que favorece a
inversdo do spin e formacédo do tripleto, e consequentemente a producgdo de espécies reativas
de oxigénio. Esse efeito ajuda a explicar o aumento da constante de tempo de foto-oxidacéo

das amostras de zinco.

5.2.1.2. Analise do sitio de ligagdo da BSA

Outra analise foi a do sitio de ligacdo da BSA. As caracteristicas de absorcdo e
emissdo intrinseca das proteinas no comprimento de onda de excitacdo utilizado sdo devidas
principalmente ao residuo de aminoacido aromatico triptofano. Apesar da BSA ter a funcédo
de transporte de nutrientes e, portanto, ligagdo com diversos tipos de estruturas, ela ndo
adsorve moléculas aleatoriamente a sua superficie. Na verdade, ela apresenta sitios de ligacdo
altamente especificos. A maioria dos nutrientes transportados pela BSA se liga em sitios no
subdominio 1B, conhecidos como sitio heme, que é uma cavidade hidrofobica onde esta
localizado o Trp-134. Estudos (SMITH K.M.; FALK J.E., 1975), (MA H. M. et al., 2009)
sugerem que porfirinas catidnicas se liguem no sitio heme, o que indica que as porfirinas
TMPP e ZnTMPP ocupem esse sitio. Outro sitio de grande relevancia é o sitio | de Sudlow,
onde é encontrado o Trp-212, ele é um arcabouco onde a distribuicdo dos residuos de
aminoéacidos conduz a uma superficie hidrofébica de um lado e uma superficie carregada
positivamente no outro (CARTER, D.C.; HO J. X., 1994), o que indica ser o sitio de ligacdo
das porfirinas aniénicas TPPS e ZnTPPS, por ser um composto de carga compativel. Dessa
forma, acreditamos que haja uma maior proximidade do sitio de ligacdo das porfirinas

catidnicas ao triptofano, o que ajudaria explicar o maior efeito dessas porfirinas.

5.2.2. Foto-oxidacéo da BSA utilizando um laser

Devido & queda abrupta nos primeiros minutos de degradacdo decidimos fazer o
monitoramento da fluorescénia a cada 5 minutos de irradiacdo e agora utilizando um laser de

estado solido emitindo em 532 nm com poténcia em média de (65 = 3) mW incidindo na
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amostra, que se manteve estavel durante todo o processo de medida. Os resultados de
intensidade relativa do sinal de emissdo de fluorescéncia pelo tempo de irradiacdo das
amostras se encontram na Figura 16. Para as medidas de fluorescéncia, a excitacdo foi em
280 nm.

Figura 16: Intensidade relativa dos picos de fluorescéncia com as diferentes fontes de irradiacéo para
as porfirinas analisadas.
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Fonte: Autoria propria

Devido a degradacdo rapida no inicio da andlise, foi necessario fazer um ajuste

biexponencial para a obtencéo dos tempos de degradacéo, cuja equacéo é dada por:
y=4; e/t 4 A, e It @17)

onde A1 e A2 representam os fatores pré-exponenciais e t1 e t2 0s tempos de foto-oxidacéo

associados as devidas taxas de foto-oxidacéo (k) pela relagéo k = 1/t-
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A curva do ajuste da ZnTMPP mostrou valores duvidaveis e por isso ndo conseguimos
obter sua constante de tempo de foto-oxidagdo. Os resultados das constantes de tempo de

foto-oxidacéo das demais porfirinas, dadas pela equacéo (16), foram inseridos na Tabela 5.

Tabela 5: Constantes de tempo de foto-oxidacdo das porfirinas irradiadas com o laser e a lampada.

k(sh A t (s)
Fonte Amostra ki (s ko (s1) Ay A, t1(s) t2(S)
TMPyP 0,75« 0,03+ 0,46 £ 0,54+ 134+ 33,38 =
Laser 0,08 0,00 0,01 0,00 0,15 1,35
TPPS 0,50 0,03+ 0,47 + 0,53+ 1,99+ 29,36 =
0,05 0,00 0,01 0,01 0,20 2,23
Lampada TMPyP 0,16 £ 0,01 1,00 + 0,02 6,36 + 0,54
TPPS 0,12+ 0,01 1,00 + 0,02 8,37 £ 0,50

O fator pré-exponencial nos da qual a contribuicdo de cada termo. Para a TMPyP a
contribuicdo da répida foto-oxidacdo, dada pelo menor tempo de degradacdo, foi de 46%,
enquanto que a contribuigdo da foto-oxidagdo mais lenta foi de 54%. Para a TPPS a
contribuicdo mais rapida foi de 47% e a mais lenta de 53%.

A componente de menor tempo poderia indicar a rapida foto-oxidacédo e alteracdo da
conformacdo da BSA, o que bloguearia 0 acesso do oxigénio, resultando assim em uma
segunda etapa de foto-oxidacdo mais lenta.

Pela analise do grafico e dos valores da Tabela 5 podemos concluir que a lampada
halégena proporciona uma degradacdo mais rapida do que a do laser. Isso pode estar
associado a maior amplitude espectral da fonte em relacdo ao laser, que poderia estar

fotoativando outros componentes da albumina.

5.2.2.1. Efeito da adicdo de oxigénio na foto-oxidacado da albumina

Nesta se¢do avaliamos a foto-oxidacdo da albumina em uma solucdo em que foi
adicionado oxigénio, conforme procedimento realizado no final da Secdo 4.3.1. Os espectros
de fluorescéncia das amostras estdo apresentados na Figura 17. Para facilitar as andlises, 0s
graficos de intensidade relativa de fluorescéncia foram inseridos para cada amostra na
presenca de BSA com adicdo de oxigénio e com o ajuste monoexponencial da curva, dado
pela equacéo (15), € possivel obter o tempo de degradacdo da BSA na amostra.
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Figura 17: Espectros de fluorescéncia com adicéo de oxigénio:
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Aqui é indicado o comportamento anormal da amostra de ZnTPPS citado

anteriormente que nos fez descarta-la e seguir os estudos apenas com as demais moléculas.

Para uma andlise visual, os trés graficos de intensidade relativa de fluorescéncia pelo

tempo de irradiacdo foram colocados em uma Unica imagem (Figura 18) e juntamente foram

inseridos os tempos de degradacéo de cada uma das amostras.
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Figura 18: Intensidade relativa de fluorescéncia para as trés amostras analisadas e indicado o tempo

de degradacao.
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A partir das medidas foi possivel comparar os resultados de foto-degradacdo da BSA

na condicdo de irradiacdo com a fonte laser, com e sem a adi¢cdo de oxigénio, para isso foram

colocados em um mesmo grafico seus valores de intensidade relativa de fluorescéncia pelo

tempo de irradiacdo e seus ajustes exponenciais, como indicado na Figura 19.

Figura 19: Gréficos da foto-oxidacdo da BSA pelo médulo laser (532 nm) em solugdo com e sem
adicdo oxigénio indicando seus respectivos tempos de degradagdo: a) TMPyP; b) TPPS; c) ZnTMPyP.
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Para a comparacdo quantitativa usamos as constantes de tempo de foto-oxidagédo

obtidas pela equacdo (16). Foram feitos ajustes monoexponencias pelo software Origin e 0s

resultados foram inseridos na Tabela 6.

Tabela 6: Constantes de tempo de foto-oxidacao das porfirinas com e sem a adi¢do de O2.

k (s A t(s)
ki (s ko (s Ay A, t1(s) t2(s)
Sem 02 | TMPyP 0,75+ 0,03 0,46 = 0,54 = 134+ 33,38 =
0,08 0,00 0,01 0,00 0,15 1,35
TPPS 0,50 = 0,03+ 0,47 = 0,53+ 1,99 + 29,36 =
0,05 0,00 0,01 0,01 0,20 2,23
Com 02 | TMPyP 0,06 + 0,01 1,00 + 0,08 15,44 + 3,56
TPPS 0,07 £ 0,01 1,00 + 0,04 14,94 + 1,55

A presenca do oxigénio reduziu a taxa de foto-oxidagdo da albumina. Nossa hipétese é
que a rapida foto-oxidacdo nos primeiros 5 minutos pode ter mudado a conformacdo da

albumina que bloqueou o acesso do oxigénio, fazendo o processo ficar mais lento.

5.2.2.2. Efeito da presenca da albumina sobre a producéo de
oxigénio singlete

Para avaliar a producdo de oxigénio singlete na presenca da albumina, foi realizado o
procedimento descrito na Sec¢do 4.3.1. Como mencionado previamente, nenhum sinal da
fosforescéncia do oxigénio singlete das porfirinas foi obtido na presenca da albumina. O sinal
so foi observado quando adicionamos oxigénio a solucdo. O espectro de emissao do oxigénio
singlete, bem como o espectro de absorcdo UV/Vis de cada amostra na auséncia e presenca da

albumina estéo apresentados na Figura 20.
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Fonte: Autoria propria

Foi calculada a area sob a curva de fosforescéncia e, com os dados obtidos no espectro

de absorgdo, calculamos o rendimento quantico de oxigénio singlete pela equacdo (2),
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considerando padréo os valores sem a adigdo de BSA obtidos na literatura (PRASEUTH et
al., 1986); (WILKINSON; HELMAN; ROSS, 1993), os resultados se encontram na Tabela 7.

Tabela 7: Valores das areas abaixo da curva de fosforescéncia das amostras com BSA (lts) € sem
(lfos0), Valores de absorbancia no comprimento de onda de excitacdo (532 nm) das amostras com BSA
(As32) € sem (Assz.0), rendimento quantico de oxigénio singlete das amostras sem BSA obtidos na
literatura (®ao) € com BSA calculados (D,).

Ifos0 Ifos As32.0 Ass2 Dao )
TPPS+BSA 0,099 0,055 0,234 0,238 0,620 0,336
TMPyP+BSA 0,091 0,071 0,228 0,234 0,740 0,562
ZnTMPyP+BSA | 0,101 0,043 0,187 0,177 0,880 0,391

Com estes resultados podemos concluir que a presenca da BSA reduz a producédo de
oxigénio singlete, com porcentagens de 54% para a TPPS, 76% para a TMPYP e 44% para a
ZNnTMPyP.

5.2.2.2.1. Explicacdo do efeito pelos tempos de vida do

estado tripleto

Como indicado na metodologia (Secéo 4.3.2) usamos a técnica da Flash Fotolise para
a obtencdo dos tempos de vida do estado tripleto. Na Figura 21-a) esta apresentado o espectro
de absorgé@o da porfirina TMPyP e estdo destacados os comprimentos de onda do laser de
excitacdo (532 nm) e o comprimento de onda de analise (470 nm). A Figura 21-b) apresenta a
curva de decaimento do estado tripleto da porfirina TMPyP. O tempo de vida do estado
tripleto é obtido através do ajuste de um decaimento monoexponencial utilizando o software

Origin.
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Figura 21: a) Espectro de absor¢édo do estado fundamental da porfirina TMPyP e b) decaimento do
estado tripleto.
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Fonte: Alterado de (DUCASE. S. A,, 2021)

O estado tripleto é um estado metaestdvel, com tempo de vida da ordem de
microssegundos. Esse estado pode reagir com o oxigénio molecular, transferindo sua energia
para formar o oxigénio singlete. Essa interacdo reduz o tempo de vida do estado tripleto. A
comparacdo do tempo de vida na presenca do oxigénio permite obter a constante de supressao

bimolecular k, do estado tripleto pelo oxigénio. Isso pode ser realizado analisando as
constantes de decaimento (k; = 1/ti) na presenca e auséncia de oxigénio na solucdo. Para

ISs0, se utiliza a relagéo:

k = ko + kq[0s] (18)

Em que k, € a constante de decaimento do estado tripleto na auséncia do oxigénio
molecular, k € a constante de decaimento na presenga de oxigénio e [0,] a concentragdo de
oxigénio na solugdo ([0,] = 2,4.107*M) (AGGARWAL L.P.F., 2005). O oxigénio foi
retirado da solucdo através do borbulhamento de nitrogénio na solucdo durante 20 min.

Os tempos de vida de tripleto na presenca do oxigénio e auséncia sdo descritos na
Tabela 8. Esses tempos de vida sdo semelhantes aos encontrados na literatura
(GONCALVES P. J.,, 2011). Diante desses valores, a equacdo (18) permitiu obter os valores

de kg, que sdo da ordem do processo ocorrendo em solugdo aquosa controlado pela difusao.
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Figura 22: Curvas de decaimento do estado tripleto da amostra TMPyP: em preto o decaimento com
oxigénio, e em vermelho com borbulhamento de nitrogénio.
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Fonte: (DUCASE. S. A, 2021)

Tabela 8: Tempos de vida do estado tripleto na presenca de oxigénio t, e na auséncia do oxigénio t,
e a constante de supresséo k.

T, s Ty, 1S kq, 10° M~ 157
TPPS 2,4 121,0 1,7
TMPyP 2,7 112,0 1,5
ZnTMPyP 3,4 133,0 1,2

Esses dados ajudam a explicar o resultado anterior do efeito da albumina na producéo
de oxigénio singlete (secdo 5.2.2.2). O processo de difusdo é o que faz com que o agente
fotossensibilizador encontre oxigénio para ocorrer a transferéncia de energia. Na presenca da
albumina ha um bloqueio da difusdo. Dessa forma, a presenca da albumina na solucdo atua
como um obstaculo para o encontro entre o FS e 0 oxigénio. Assim, explicando o motivo de
ndo conseguirmos fazer a medida de oxigénio singlete na presenca da albumina. 1sso sé foi
possivel com a adi¢cdo de oxigénio na amostra, que com a saturacdo do oxigénio na solucao,

facilitamos o acesso do FS, o que nos forneceu um sinal de fosforescéncia.
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CAPITULO

CONCLUSOES

O presente trabalho de conclusdo de curso permitiu compreender os principios basicos
da Terapia Fotodinamica. Foi realizado um estudo da foto-oxidacdo da BSA por porfirinas
hidrossollveis catidnicas e anibnicas utilizando uma fonte halégena e um mddulo laser
emitindo em 532 nm. Foi encontrado um protocolo que permitiu a obtencdo reprodutiva das
constantes de tempo de foto-oxidacao obtidas a partir dos espectros de fluorescéncia. Também
foi analisado o efeito da adicdo de oxigénio na constante de tempo de foto-oxidacdo e, por
fim, foi avaliado o efeito da albumina na producdo de oxigénio singlete por meio dos valores
de rendimento quéntico de oxigénio singlete obtidos. Concluimos que a presenca do zinco
aumenta a foto-oxidagdo por ser um atomo pesado, o que favorece a producdo de estados
tripletes e oxigénio singlete. Além disso, as porfirinas catidbnicas mostraram ter maior
constante de tempo de foto-oxidacéo, o que pode ser atribuido a sua maior proximidade com o
triptofano, que é um residuo de aminodcido aromatico responsavel pela emissdo de
fluorescéncia. Quando alteramos a fonte de irradiacdo para o médulo laser, obtivemos uma
degradacdo descrita por um processo biexponencial. A componente mais rapida poderia
indicar a rapida foto-oxidacdo e alteracdo conformacédo da BSA, o que bloquearia o acesso do
oxigeénio, resultando assim em uma segunda etapa de foto-oxidacdo mais lenta. A saturagéo da
solugdo contendo a amostra, com adicdo de oxigénio, aumentaria a disponibilidade de
oxigénio na solucdo de forma a evitar o possivel blogueio resultante de uma alteracao
conformacional, e assim a taxa de foto-oxidacdo volta a ser monoexponencial. Os
experimentos também mostraram que a presenca da BSA reduz a producdo de oxigénio
singlete. Esse resultado pdde ser explicado pelo fato da BSA servir como um obstaculo para a
difusdo e encontro entre o fotossensibilizador e o oxigénio, reduzindo o processo de

transferéncia de energia e consequentemente a formacgédo do oxigénio singlete.
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