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RESUMO

A terapia fotodindmica (PDT) € uma técnica que tem sido cada vez mais
utilizada no tratamento de céincer. Consiste em introduzir um fotossensibilizador (FS)
no tecido cancerigeno e irradid-lo com luz na faixa do visivel. Visando um tratamento
de PDT mais eficaz, atualmente existem varios estudos da eficiéncia desses FS. Neste
trabalho, estudamos a eficiéncia fotodindmicas de sete FS: meso-tetrasulfonatofenil,
meso-tetrametilpiridil e carboxiftalocianinas em suas formas de base livre bem como
metaladas com atomo de zinco em seu anel central e a protoporfirina IX. Eritrocitos em
suspensdo no hematdcrito de 2 ou 10%, tratados ou ndo com 25 uM do FS, foram
expostos a luz de uma lampada halégena e medido o tempo necessério para se obter
50% de hemolise (T;;). Para examinar se a eficiéncia fotodindmica esta relacionada
com a afinidade do FS por membrana, realizamos medidas do coeficiente de particao
octanol/dgua (Pow) de cada FS. Nossos resultados indicaram que os FS estudados
foram muito hidrofilicos e demonstraram uma tendéncia para maior eficiéncia
fotodinamica os FS com maior Log Po,w. Para compreender melhor o mecanismo de
acdo dos FS avaliamos o grau de peroxidacdo lipidica nas membranas de eritrécito
irradiado com FS, medindo a formacdo de malondialdeido (MDA) e encontramos uma
correlagdo entre o indice de peroxidagdo e potencial hemolitico. A capacidade dos FS
degradarem proteinas foi avaliada usando albumina de soro bovino (BSA), monitorando

o sinal fluorescente desta proteina em solugao e sob a irradia¢do na presencga do FS.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a technique that has been increasingly used in
cancer treatment. It consists in introduce a photosensitizer (PS) in cancerous tissue and
irradiate it with light in the visible range. Targeting a more effective treatment of PDT,
currently there are several studies on the efficacy of these PS. In this work, we studied
the photodynamic efficiency seven PS: meso-tetrametilpiridil, meso-tetrasulfonatofenil
and carboxiftalocianinas with their base free or metallated with zinc atom in its center
ring and protoporphyrin IX. Erythrocytes suspended in 2 to 10% hematocrit were
treated with or without 25 uM of PS were exposed to light from a halogen lamp, and
measured the time required to obtain 50 % hemolysis (T,). To examine whether the
photodynamic efficiency is related to the affinity of PS by membrane, we performed
measurements of the octanol/water partition coefficient (Pow) of each PS. Our results
indicated that the PS studied were very hydrophilic and showed a trend for greater
photodynamic efficiency the PS with higher Log Pow. To better understand the
mechanism of action of the studied PS the degree of lipid peroxidation in erythrocyte
membranes irradiated with PS was assessed by measuring the formation of
malondialdehyde (MDA) and a correlation between the rate of peroxidation and
hemolytic potential was found. The ability of PS to degrade proteins was assessed using
bovine serum albumin (BSA), monitoring the fluorescent signal of this protein into

solution and under irradiation in the presence of PS.



1 INTRODUCAO

1.1. Terapia Fotodinamica

O cancer € hoje um dos principais problemas de satide publica mundial. Dados
epidemioldgicos do INCA [1] apontam as neoplasias malignas como uma das maiores
causa de morte do mundo. Em termos patolégicos, o cancer € o desenvolvimento de
novos clones celulares com atividade proliferativa superior as das células vizinhas e
com carater de invasao e destrui¢ao tecidual adjacente acentuada [2].

O tratamento bésico para os vdrios tipos de cancer consiste na eliminacdo dos
tecidos neopldsicos através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou uma associa¢ao
destas trés modalidades terapéuticas. A decisdao na escolha da modalidade terapéutica
depende da extensdo, estadiamento tumoral, relacdo com estruturas anatdmicas anexas,
envolvimento de cadeia linfatica, idade e cooperacdo do paciente, além do subtipo
histolégico de lesao [3].

Tendo como base o cendrio atual das possibilidades terapéuticas para o
tratamento do cancer, estudos tém demonstrado a utilizagdo da Terapia Fotodinamica
(PDT - “Photodynamic Therapy”) como alternativa para o tratamento de lesdes
neoplésicas [4-5]. A grande vantagem na utilizacdo desta terapia esta em sua baixa
toxicidade provocada ao organismo tanto pelo farmaco que € ndo citotéxico no escuro
quanto pela fonte de irradiagdo, que emprega luz visivel. Além disso, existe uma
relativa seletividade dos farmacos empregados, o que acarreta uma redugdo nos efeitos
colaterais observados pds-tratamento em comparacdo com as outras modalidades
terapéuticas. Na perspectiva da saide coletiva, a aplicagdo da PDT tem despertado
grande interesse pelo seu custo operacional inferior quando comparado com o de
tratamentos tradicionalmente utilizados como a cirurgia e quimioterapia, pois pode ser
realizada em ambiente ambulatorial, dispensando em alguns casos as internagdes
hospitalares [6].

Histéricamente, o uso de FS em seres humanos data do Egito Antigo, onde ha
4.000 anos, tratava-se vitiligo combinando-se a ingestdo de plantas e exposi¢do a luz
solar. O sucesso do tratamento era resultado de uma reagdo fotoquimica, mediada por
psoralenos presentes na planta [7]. Estudos sistematicos das reacdes de FS foram

iniciados apenas no final do século XIX por Oscar Raab que investigou o efeito dos
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corantes eosina e acridina sobre uma cultura de paramécios (protozodrios), percebendo
que, em presenca de luz, os microorganismos eram inativados [7]. O que Raab reportou
era o principio de uma nova modalidade clinica para o tratamento do cancer e outras
moléstias, conhecida como Terapia Fotodinamica.

A técnica de PDT vem sendo utilizada para o tratamento de cancer, doencas de
pele, como a leishmaniose cutanea, tratamento de infeccdes microbianas [8-9], e
tratamentos antifingicos [10].

O mecanismo de acdo da PDT baseia-se na combinagao de trés elementos: uma
molécula organica fotossensibilizadora (FS), a luz visivel e o oxigénio molecular (que
normalmente esta presente nos tecidos e meio reacional). Apds a administragdo do FS é
necessario um tempo de espera para que ocorra o devido acimulo na regido alvo bem
como a incorporagdo da molécula pelas células, o que pode durar de algumas horas até
dois dias [11]. Em seguida, é efetuada a irradiacdo do alvo com luz visivel, cujo
comprimento de onda empregado depende do FS empregado e do alvo especifico.
Visando uma maior penetracdo nos tecidos vivos, tem sido empregadas fontes de luz,
geralmente laser e LEDs (diodos emissores de luz), emitindo do vermelho até o
infravermelho préximo. Entretanto, existem relatos sobre o uso de fontes de lampadas
halégenas cuja emissdo abrange praticamente toda a regido visivel espectro
eletromagnético [12].

Em uma aplicagdo intravenosa, as moléculas FS se ligam as lipoproteinas, que
consistem em um conjunto de proteinas e lipideos, arranjados de forma a otimizar o
transporte dos lipideos e farmacos pelo plasma. Como a quantidade de receptores dessas
lipoproteinas se encontra em maior concentragdo nas células neopldsicas do que nas
normais, tem-se um acimulo maior de FS nas células cancerigenas [11]. Tem sido
demonstrado que as macromoléculas podem se acumular preferencialmente em tumores
sOlidos, uma vez que os tecidos tumorais sdo caracterizados por aumentada
permeabilidade e retencdo (efeito EPR), devido a uma maior permeabilidade
microvascular as macromoléculas de circulacdo e drenagem linfatica prejudicada [13-
14].

A Figura 1 apresenta um diagrama esquemdtico ilustrando os processos
fotofisicos de um FS tipico durante a acdo fotodindmica. Ao absorver um féton de
energia adequada, a molécula FS que se encontra no estado fundamental singleto (S)
sofre uma transicdo para o estado singleto excitado (S;). Em seguida, a molécula ira

relaxar para estados de menor energia, onde seu decaimento pode ocorrer por VArios
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processos. Dentre eles a sua passagem direta para o estado fundamental (S; — Sy),
podendo ocorrer através de processos radiativos (fluorescéncia) e ndo radiativos
(relaxagd@o vibracional). Em outro processo nao radiativo, envolvendo inversdo de spin
eletronico, ocorre a formacdo de estados tripleto pela relaxacdo S; — T, cujo processo
€ chamado por cruzamento intersistemas. A formacdo deste estado é um ponto crucial
para a a¢ao fotodinamica.

Na presenca de outras moléculas vizinhas ou estruturas bioldgicas, a
transferéncia de elétrons quando o FS se encontra no estado excitado pode acarretar a
formacdo de radicais livres, esse processo é conhecido como reagdo do tipo I. No
processo de decaimento do estado tripleto para o fundamental (T; — Sp) pode ocorrer
transferéncia de sua energia para o oxigénio molecular, gerando espécies reativas de
oxigénio (EROs). Esse processo € o principal responsavel pela acdo fotodinamica.

O oxigénio molecular em seu estado fundamental tripleto (302), serve como um
bom receptor de energia para o FS quando ele relaxa para o estado fundamental. Neste
processo, o FS transfere parte de sua energia para o oxigénio formar seu estado
excitado, o oxigénio singlete ('0,). O oxigénio singlete é uma espécie muito reativa do
oxigénio e que pode provocar a formagao de novas séries de espécies radicalares [15],
as quais podem gerar a peroxidacdo de membrana bioldgica e oxidacdo de biomoléculas
assim provocando a morte do tecido tumoral via necrose ou apoptose [16]. Os processos
que seguem esta via sdo chamados de reagdes do tipo II, e geralmente corresponde a

grande parte da ac¢do fotodinamica.

Reagdes tipo |

/ (Radicais livres)
~200kJ E% T

Energia S,
do
Estado

Absorgdo

/ (oxigénio singlete)

Fluorescéncia

~.

/ Reagdes tipo Il

e |
S T, (oxigénio triplete)

Figura I- Diagrama esquemdtico da agdo fotodinamica de um fotossensibilizador

tipico. Adaptado da referéncia [15].



A administracdo intravenosa do FS tem algumas desvantagens, pois através do
sangue o FS se espalha por todo o corpo e células sauddveis sdo inevitavelmente
atingidas durante o tratamento. Considerando que o FS pode demorar alguns dias para
ser expelido do corpo, ha a necessidade do paciente se proteger da luz por no minimo
duas semanas apos a aplicacdo do FS [17]. Outra limitacao para o tratamento de PDT de
forma intravenosa € a dificuldade encontrada pela luz para penetrar no corpo atingindo
tumores mais profundos.

Para doencas que se encontram na superficie da pele essa desvantagem ¢é
contornada pela aplicagdo direta (topica) do FS na pele, o que torna a PDT ainda mais
seletiva. Neste tipo de aplicacdo, o tempo de espera para a absor¢ao do FS pela célula é
em geral de apenas algumas horas e o paciente s6 precisa proteger da luz o local tratado.
Este procedimento ja vem sendo comumente empregado e apresenta alta eficiéncia [17].

Uma completa avaliacdo da atividade fotodinamica de moléculas com potencial
de aplicacdo em PDT pode fornecer valiosas informacgdes sobre suas caracteristicas
fotofisicas bem como pode auxiliar a explicar seus mecanismos de a¢do. Nesse sentido,
diferentes estratégias vém sendo propostas. Os efeitos da PDT em células podem ser
previamente analisados realizando experimentos de irradiacdo das células cancerigenas
em cultura e avaliando o potencial citotéxico dos FS. Existe interesse em determinar a
toxidade que o FS provoca na membrana celular, onde poderia ser induzida a
peroxidacdo lipidica e oxidacdo protéica devido ao ataque de EROs. Uma maneira é
utilizar as células do sangue como modelo, as quais sdo mais faceis de serem isoladas e
manipuladas.

No presente projeto, escolhemos avaliar um conjunto de moléculas organicas
(MO) que envolvem porfirinas e ftalocianinas. As porfirinas sdo moléculas
frequentemente empregadas na PDT e apresentam comprovada acdo fotodindmica.
Escolhemos avaliar duas porfirinas que apresentam cardter anidnico (meso-
tetrasulfonatofenil, TPPS) e catidnico (meso-tetrametilpiridil, TMPP). As ftalocianinas
possuem uma maior absorcdo na regido do vermelho que as porfirinas e t€m se
destacado como FS de segunda geracdo. Neste trabalho avaliaremos moléculas
carboxiftalocianinas. Tanto as moléculas de porfirinas quanto ftalocianinas permitem a
incorporagdo de 4tomos metdlicos em seu anel central o que pode mudar
consideravelmente suas propriedades fotofisicas e sua acdo fotodinamica. Dessa forma,

além de avaliar as amostras sem a presenca de dtomos centrais, na forma de base livre,
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avaliamos na sua forma de complexo metalico onde temos a presenca de dtomos de
zinco em seu anel central. E por fim, outro derivado de porfirina que foi estudado neste
trabalho foi a protoporfirina IX que pode ser produzida de forma endégena ao corpo
através de um composto conhecido como ALA (molécula hidrofilica e de baixo peso
molecular que é convertido enzimaticamente em PPIX) [18].

Para estudar a acdo fotodinamica desses compostos foram avaliados neste
trabalho os efeitos da irradiacdo sobre os eritrocitos humanos e seu potencial
hemolitico, a lipofilicidade, a degradacdo de proteinas (albumina) e a peroxidacdo

lipidica. Esses temas serdo abordados com mais detalhes nas proximas secoes.

1.2. Eritrocito humano

Os eritrécitos sdo as células mais abundantes do corpo humano cuja principal
fungdo € transportar oxigénio e diéxido de carbono. Possuem um formato de disco
biconcavo (Figura 2), sendo seu principal conteido citoplasmatico a hemoglobina
(aproximadamente 95%), a qual contém o ferro no centro de seu anel porfirinico no
estado reduzido, o que permite a ligacao reversivel do oxigénio, além de facilitar a troca

do gés carbonico produzido pelos pulmdes [19].

Figura 2- Micrografia eletronica de varredura de eritrocitos humanos [20].

Os eritrocitos sdo originados na medula Ossea e apresentam algumas
caracteristicas bem interessantes, e destacamos algumas delas: ndo possuem ntcleo,
ribossomos e mitocondrias e assim ndo possuem capacidade de divisdo celular, sintese
de proteinas e reagdes oxidativas mitocondriais [19]. Devido a sua relativa simplicidade
quando comparada a outras células, os eritrdcitos tém sido intensamente estudados, pois

sua membrana representa um modelo cldssico de membrana celular. Dodge e



colaboradores [21] mostraram a possibilidade de se obter a membrana isolada do
eritrocito (ghost), o que possibilitou o estudo detalhado de suas caracteristicas
estruturais. A membrana do eritrécito consiste em uma bicamada lipidica composta por

49,2% de proteinas (p/p), 43,6% de lipidios e 7,2% de carboidratos [22].

1.3. Hemolise

A hemdlise é o termo utilizado para descrever a liberacdo de hemoglobina
através da ruptura da membrana plasmdtica da hemdcia [23]. Quando em pequenas
propor¢oes, a hemdlise é um processo normal do organismo. Cerca de 0,8 a 1% do total
das hemadcias do organismo sdo hemolisadas diariamente. E esse processo de quebra é,
em geral, compensado pela produgcdo de novas hemdcias [23]. H4 varias maneiras de
causar hemolise, a forma mais comum € utilizando dgua destilada, pois a concentracdao
de soluto no meio aquoso € menor que no interior da hemadcia gerando pressao

osmotica. Neste processo, por afinidade ao soluto, devido a redug¢do no potencial

quimico, a dgua € arrastada para o interior da hemécia até rompé-la.

Hé moléculas que podem causar hemdlise e seus potenciais hemoliticos t€m sido
amplamente utilizado para comparar suas capacidades de agressio a membrana
plasmdtica que € uma das formas da molécula ser citotéxica. Recentemente, o potencial
hemolitico de terpenos e da miltefosina (compostos com atividade leishmanicida) foi
utilizado em no laboratério de biofisica da UFG no estudo do potencial citotéxico destes
compostos [24-25]. O potencial hemolitico também tem sido muito utilizado para
avaliar a peroxidacdo lipidica [26]. A membrana do eritrdcito € particularmente sensivel
ao dano oxidativo, devido ao seu alto teor de 4dcidos graxos poli-insaturados, e, portanto,

representa um sistema importante para estudar os efeitos de estresse oxidativo [26].

Para comparar a eficiéncia fotodinamica dos FS um procedimento que pode ser
utilizado € avaliar a hemdlise causada por um FS quando submetido a uma fonte de
irradiacdo, o que provocaria a foto-hemolise. Neste processo os eritrocitos sao
irradiados na presenca do FS e o grau de hemolise em diferentes tempos de irradiagdo é

avaliado.



1.4. Espécies reativas de oxigénio

Os produtos provenientes do decaimento energético do FS podem ser radicais
livres bem como oxigénio singlete. Os radicais livres sdo dtomos ou moléculas que
possuem um elétron desemparelhado, de modo que a energia de ligagdo do elétron ao
atomo ou molécula € bem pequena e o elétron fica praticamente livre. Desta forma, os
radicais livres sdo muito instdveis, altamente reativos e com tempo de meia vida curto
[27]. A abstragdo ou ganho de um elétron por uma molécula ndo radical pode converté-
la em espécie radical. Para atingir a estabilidade, essas moléculas precisam adquirir ou
perder elétrons e, portanto, reagem com a maioria dos compostos vizinhos [28].

Os radicais livres originados por reacdes da molécula de oxigénio sdo chamadas
EROs, sendo os radicais mais importantes em estudos que envolvem sistemas
bioldgicos. Este termo é uma denominagdo coletiva, ndo s6 para radicais livres como
também substincias capazes de reagir quimicamente e gerd-los. As EROs que
apresentam maior relevancia nos sistemas bioldgicos sao: radical superéxido, radical
hidroperoxila, radical hidroxila, radical alcoxila, radical peroxila, oxigénio singlete,
peréxido de hidrogénio, dcido hipocloroso e ozonio [19].

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das EROs. Porém, a
membrana celular € um dos mais atingidos decorrendo na peroxidacao lipidica. Esta
acarreta alteragdes na estrutura e na permeabilidade da membrana, provocando a perda
da seletividade e da troca i0nica e a formacgdo de produtos citotéxicos, culminando com
a morte celular [29]. O vazamento de eletrdlitos causado pela peroxidagcdo leva a uma
redugdo no potencial de membrana que em consequéncia resulta na perda do potencial
de membrana mitocondrial interna, e esta na passagem da dgua do espaco entre
membranas para a matriz mitocondrial, levando a ruptura da organela e consequente
liberacdo de proteinas pré-apoptoticas para o citoplasma [30].

Como mostra na Figura 3 a peroxidagao lipidica € iniciada por espécies reativas
de oxigénio, tais como os radicais hidroxila ('OH), alcoxil (LO) e o peroxil ( LOO)), os

quais podem abstrair um atomo de hidrogénio do grupo metileno de um 4cido graxo
insaturado, formando um radical centrado no carbono que se combina com oxigénio
para formar o radical peroxil-dcido graxo que por sua vez € capaz de abstrair outro
atomo de hidrogénio dando continuidade ao processo de propagacdo [31]. A

peroxidacao lipidica se propaga até que um antioxidante como a vitamina E doando um
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hidrogénio seja capaz de parar a reacdo em cadeia ou entdo até que dois radicais
lipidicos se aniquilam um ao outro pela formagdo do perdxido ciclico (LOOL).
Entretanto, este dltimo passo sé ocorre quando a concentragdo de radicais lipidicos é
suficientemente grande para haver uma probabilidade maior deles se encontrarem na

membrana [31].

Iniciagéo LH — L+H

— L[+0, — OO

Propagagéo LOG +LH — LOOH + L

2L00° —— Produtos Inativos
Terminagédo LOO+ L — Produtos Inativos

L+ — Produtos Inativos

Figura 3- Esquema de cadeia de reagoes que levam a peroxidagdo lipidica.

A peroxidacdo lipidica provoca a perda de fluidez da membrana celular e
vazamento de eletrdlitos [31,32]. A rigidez de membrana associada a peroxidacdo
lipidica tem sido avaliada por ressonancia paramagnética eletronica (RPE) de
marcadores de spin [33-36] e pela espectroscopia de sondas fluorescentes [37-38],
ambas as técnicas demonstrando confiabilidade na deteccdo da ocorréncia de
peroxidacao lipidica. O método mais utilizado para detectar peroxidacao lipidica se
baseia no marcador de peroxidagdo malondialdeido (MDA), o qual é um produto da

peroxidacao [39]. Este marcador forma complexo com o 4cido tiobarbitdrico (TBA) que

tem absor¢ao caracteristica [40].

1.5. Seroalbumina

A Seroalbumina € a principal e mais abundante proteina do plasma sanguineo
(concentragdo tipica de 50 mg/ml). Sintetizada no figado, tem fun¢do transportadora (as
propriedades ligantes, como proteina de transporte, incluem afinidades por acidos
graxos, metais e fons, hormonios enddgenos e substancias exdgenas ao sangue), além de

manutencdo da pressao osmdética e controle do pH. A estrutura da Seroalbumina €
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altamente conservada em vdrias espécies de mamiferos, sendo a homologia entre a

albumina de soro bovino (BSA) e a albumina de soro humano (HSA) de 76% [41-42].

Como a BSA € de mais f4cil acesso, ela tem sido utilizada para investigar a foto-
oxidacdo de biomoléculas através dos FS [43]. Quando excitada (absorve em
aproximadamente 279 nm), evidéncia fluorescéncia intrinseca da proteina com uma
banda bem definida em 340 nm, que pode ser atribuida a combinac¢do da fluorescéncia
dos aminoécidos triptofano, tirosina e fenilalanina, presentes na cadeia protéica.
Conforme os aminodcidos da BSA sdo foto-oxidados sua banda de fluorescéncia em

340 nm diminui de intensidade [43-44].

O fato da albumina ser abundante no plasma sanguineo e ter um papel eficiente
na distribuicdo de moléculas pelo corpo, desperta o interesse pela investigacdo da
ligacdo de farmacos com essa proteina. Varios estudos t€ém enfocado a interacdo de FS
com a albumina ndo sé para examinar a capacidade do FS alterar a conformacgdo da

proteina mas também a sua habilidade em se ligar a ela [43,45].

1.6. Coeficiente de particao

Para examinar a eficiéncia fotodindmica do FS um importante fator a conhecer é
sobre sua interacdo ou afinidade com os compartimentos do sistema biologico. A
interacdo do FS com membrana esta relacionada com a particdo do FS na membrana
celular e a interagdo FS-proteina também € dependente do balanco lipofilico-hidrofilico
do FS. Na prospec¢do de novos FS € importante conhecer em que compartimento da
célula o ataque pelos radicais livres € mais eficiente e se os radicais sendo formados no
interior da membrana celular provocariam uma destruicio mais eficiente. Um dos
objetivos do presente trabalho foi investigar se a eficiéncia hemolitica do FS aumenta
com a quantidade de FS que vai para o interior da membrana do eritrécito. Esta
quantidade € proporcional ao coeficiente de particdo K do FS na membrana, o qual é
dado pela equagdo: K = cpy/ca, onde cy € a concentragdo do composto na membrana e
ca no meio aquoso. Entretanto, este coeficiente € de dificil medi¢do porque € necessario
medir o volume de membrana e o nimero relativo de moléculas do composto que

entram na membrana. Devido a esta dificuldade, o coeficiente de particdo octanol/agua
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(Po/w) tem sido muito utilizado como uma estimativa de K [46]. Assim, o pardmetro
Log Pow tem sido usado como avaliacdo da lipofilicidade de um composto, ou de sua
afinidade por membrana. Compostos com Log Pow positivo sao considerados de carater

lipofilico e certamente t€m grande afinidade por membranas [46].
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2

OBIJETIVOS

O presente projeto de pesquisa tem como objetivos gerais estudar a eficiéncia

fotodinamica e mecanismo de acdo de diversos fotossensibilizadores (FS) em

eritrécitos. Particularmente, duas porfirinas e uma ftalocianina, em sua forma base livre

e formando complexos metdlicos com dtomos de zinco em seu anel central. Também foi

avaliada a protoporfirina IX uma molécula j4 empregada em Terapia Fotodinamica

(PDT).

Como objetivos especificos, podemos destacar:

1.

Avaliar o potencial hemolitico das moléculas organicas (MO) sob irradiagcao de
luz visivel. A capacidade hemolitica dos FS serd obtida através do tempo de
irradiacdo necessdrio para ocorréncia de 50% de hemdlise (Ti») e outros
parametros como: Hyi,, hemodlise com FS no escuro; Hys, hemodlise maxima
atingida; dx, inclinag@o da curva sigmoidal.

Obter o coeficiente de parti¢do octanol-dgua das MO e verificar se ha correlagao
entre afinidade por membrana e potencial hemolitico.

Avaliar a peroxidacdo lipidica induzida pelas MO na suspensdo de eritrdcito
devido a irradiacdo de luz visivel na presenca do FS e investigar se a

peroxidacdo estd correlacionada com o efeito hemolitico.

Determinar a constante de velocidade do decaimento do sinal fluorescente da

albumina do soro bovino (BSA) causado pela acdo do FS sob irradiagao visivel.

Avaliar os resultados obtidos comparando o efeito das moléculas em sua forma

base livre e efeito da presencga de dtomos de zinco no seu anel central.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Moléculas Organicas

Moléculas organicas sdo ricas em carbono e hidrogénio que se unem por
ligacdes covalentes. Essas moléculas podem ser sintetizadas por seres vivos, ou seja,
produzidas dentro das células com ajuda de enzimas. Quando na molécula de um
composto organico houver outro elemento quimico além de carbono e hidrogénio, sua
polaridade pode mudar, alterando também suas afinidades com outras moléculas. Estas
interacdes podem ser investigadas através de diferentes técnicas espectroscopicas.

Algumas moléculas organicas tém propriedades de peroxidacdo, pois sao
instaveis em presenga de luz e de per6xidos. Essas moléculas sdo conhecidas como FS e
tém sido utilizadas em PDT, dentre elas estdo as porfirinas e as ftalocianinas.

As porfirinas sdo compostos organicos nitrogenados que apresentam ligacdes
metil e sdo organizadas na forma ciclica por quatro anéis pirrélicos fundidos, como
mostrado na Figura 4. As porfirinas t€ém a propriedade de se combinarem prontamente
com metais, formando as metaloporfirinas [47]. E sob esta forma que os pigmentos
pirrélicos exercem as suas funcdes mais importantes nos 0rganismos Vivos.
Praticamente todos os metais tém possibilidade de se combinarem in vifro com os

atomos de nitrogénio centrais das porfirinas.

Figura 4- anel caracteristico de todas as porfirinas.
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Neste trabalho foram investigadas as porfirinas: anidnica meso-
tetrasulfonatofenil (TPPS) e catidnica meso-tetrametilpiridil (TMPP), em sua forma de
base livre bem como metaladas com dtomo de zinco em seu anel central. Também foi
empregado um outro derivado de porfirina, a protoporfirina IX (PPIX). A PPIX é um
composto aromdtico planar, derivado da porfirina, constituida por quatro unidades
pirrdlicas arranjadas simetricamente e ligadas umas as outras por pontes metina. As
porfirinas e a PPIX possuem uma forte banda de absorcdo no espectro do visivel, em
aproximadamente 400 nm, denominada Banda Soret e outros picos menores que sao
chamados de Banda Q: 510, 545, 580, 630, 670 e 700 nm. Embora os picos das bandas
Q sejam 10 a 40 vezes menores que o pico em 400, muitos estudos em PDT sdo
conduzidos usando fonte de luz no espectro da luz vermelha entre 620 e 635 nm, que
proporciona maior penetracdo no tecido [11, 48]. As estruturas dessas moléculas estdo

apresentadas na Figura 5.
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=N PN N‘f; ’% “N
NZoN 0 COOH N COOH
= =
= =~
l i
HOOC NN HoOC NN

COOH COOH

Tetracarboxiftalocianina Zn-Tetracarboxiftalocianina

Figura 5- Moléculas organicas utilizadas neste trabalho.

15



As ftalocianinas, conhecidas como FS de segunda geracdo, consistem de
compostos organicos cuja estrutura inclui um anel constituido por oito dtomos de
nitrogénio e oito de carbono unidos mediante ligacdes duplas. Apresentam intensa
absor¢do na faixa de 600 — 710 nm, alta eficiéncia em formagdo de estado tripleto e
oxigénio singlete [49]. Assim como as porfirinas, suas propriedades fotofisicas sdo
fortemente dependentes do fon do metal central. Neste trabalho foram também
investigadas as ftalocianinas com grupo carboxi em sua forma base livre e complexada

com zinco em seu anel central.

3.2. Técnicas experimentais

3.2.1. Modelo fotofisico

Os processos fotofisicos envolvidos no presente trabalho podem ser descritos
através de um diagrama de energia conhecido por diagrama de Perrin-Jablonski,
conforme apresentado na Figura 6. No equilibrio termodindmico, uma molécula se
encontra no estado fundamental singleto (Sp). Ao absorver um féton de energia
apropriada ela pode sofrer uma transicdo para o estado singleto excitado (S;). Em
seguida, ela relaxa para estados de menor energia, onde seu decaimento pode ocorrer
por vdrios processos. Dentre eles a sua passagem direta para o estado fundamental (S;
— Sp), ou através de cruzamento intersistemas no qual ocorre passagem para o estado
tripleto do FS (S; — T)). A energia perdida pela molécula pode ser de duas formas:
decaimento radiativo e ndo radiativo. O processo de decaimento radiativo € a perda de
energia pela emissdao de um fo6ton, a fluorescéncia (S; — Sp) quando envolvem apenas
estados singletos e fosforescéncia quando envolve a transi¢do do tripleto para singleto
fundamental (T; — Sp) [50]. Os processos ndo radiativos, geralmente, sdo mais comuns,
onde ocorre relaxacdo vibracional, ou formando o estado tripleto T;, via cruzamento

intersistemas.
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Figura 6- Diagrama de Perrin-Jablonski com os tempos caracteristicos dos

processos de excitagdo eletronica e emissdo.

Para avaliar os processos fotofisicos de absorcdo e emissdao fluorescentes
técnicas espectroscOpicas tais como a espectroscopia de absor¢do UV/Vis e a de
fluorescéncia se mostram técnicas valiosas. Na proxima secdo apresentaremos uma

breve discussao sobre elas.

3.2.2. Espectrofotometro

Quando uma radiag¢do continua passa através de um material transparente, uma
parte da radiacdo pode ser absorvida. Como resultado da absorcdo de energia, 4tomos
ou moléculas passam de um estado de menor energia para um estado de maior energia.
No caso da espectroscopia UV/Vis, as transicdes que resultam na absorc¢ao da radia¢ao
eletromagnética nessa regido do espectro sdo transicOes entre niveis de energia
eletronicos.

A relagdo entre a intensidade de luz que chega na amostra e a intensidade de luz

que sai da amostra € dada pela lei de Beer [50]:
I=1e", (1)
onde /) € a intensidade da luz que chega na amostra, / € a intensidade que atravessa a

amostra, & é o seu coeficiente de absor¢do e / € o comprimento do caminho percorrido.
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A absorbancia (A) de uma amostra pode ser expressa pelo logaritmo inverso da

transmitancia (7= I/ly):

A=—log L | 2)
IO

Comparando as duas expressdes seguintes concluimos que:
A=0allog(e)=0,43al. 3)

A lei de Beer-Lambert relaciona a absorbancia com a concentracao molar (c) da

amostra:

A =gl 4)
onde £¢é o coeficiente de absor¢cdo molar. Esta € uma relagdo muito util na area de
espectroscopia, pois exibe uma relacio direta entre a absorbancia de uma amostra com
sua concentragdo. Dito de uma forma pritica, uma vez conhecida o coeficiente de
absor¢do para um dado comprimento de onda e o caminho 6tico, a medida da absor¢ao
de uma amostra pode fornecer a concentracdo da amostra em estudo.

Além de ser empregado para obter a concentracdo de uma amostra, o espectro de
absorbancia de uma molécula revela quais as frequéncias que transmitem maior energia
para a molécula em estudo. Além disso, ele também permite estudar alteracdes e
interacdes com outras moléculas e/ou estruturas.

O espectrofotdmetro € um instrumento empregado para monitorar a luz
transmitida ou absorvida por uma determinada amostra em funcdo do comprimento de
onda (ou frequéncia) na regido ultravioleta/visivel e infravermelho préximo. Um
diagrama esquematico representando seu principio de funcionamento € apresentado na
Figura 7. Neste diagrama, um feixe de luz proveniente de uma fonte de radiacdo €
colimado por uma fenda estreita e ao passar por um monocromador, constituido por
elemento dispersor, tem um dado comprimento de onda selecionado. Este feixe
monocromdtico serd direcionado para a amostra em estudo e a fracdo transmitida serd
coletada por um detector. Por sua vez, o detector gera um sinal elétrico proporcional a
intensidade do feixe. Através da obtencdo da transmitincia para um conjunto de
comprimentos de onda um espectro de absorbancia pode ser obtido.

Durante a rotina experimental é coletado e armazenado o espectro de
absorbancia de uma solu¢do contendo apenas o solvente para ser tomado como

referéncia, ou linha de base. Este espectro é armazenado no software do equipamento e
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automaticamente subtraido do espectro de absorbincia das amostras, garantindo assim,

que o solvente nao influencie nos valores das medidas das moléculas diluidas.

Fenda de saida

Prisma (Elemento de
dispersdo)

Fenda de Entrada

O

Fonte de Luz
(Fonte da radiagdo)

Figura 7- Diagrama esquemdtico do espectrofotometro.

Alguns espectrofotdometros utilizam feixes duplos produzidos através de
espelhos semitransparentes, sendo que um feixe passa através da amostra enquanto o
outro feixe passa pela referéncia, e a comparagdo entre a intensidade destes dois feixes
produz a leitura final do equipamento. Isto elimina problemas como flutuacdo na fonte.

Como fonte de luz geralmente utiliza-se uma lampada de tungsténio para a
regido do visivel e infravermelho e uma lampada de deutério para a regido do
ultravioleta. A troca entre as lampadas de deutério e tungsténio € feita em torno de 360
nm [51].

Para a sele¢dao do comprimento de onda efetuado no monocromador podem ser
empregados tanto prismas quanto grades de difra¢do. Diferentes comprimentos de onda
(A) tém velocidades diferentes através da matéria, sendo que quanto menor o
comprimento de onda maior o desvio angular. Usando um prisma mdével juntamente
com lentes adequadas e uma fenda, consegue-se selecionar comprimentos de onda com
precisdo de até 1 nm. J4 a grade de difracdo nada mais é do que uma superficie contendo

muitas fendas dispostas regularmente para refletir a luz. A interferéncia desta luz
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refletida permite selecionar os comprimentos de onda de forma semelhante ao descrito
para o prisma.

A cubeta é o recipiente onde a solucdo para as medidas € colocada e pode
apresentar diferentes caminhos 6ticos. Sua caracteristica fundamental € a transparéncia
a regido da radiacdo empregada. No caso da radiacdo UV utiliza-se quatzo ou silica
fundida, enquanto que na regido do visivel podem ser utilizados materiais mais baratos
como o vidro ou plésticos [51].

O espectrofotometro utilizado foi o da PG Instruments (England), modelo T80+,

alocado no Laboratério de Biofisica do Instituto de Fisica da UFG.

3.2.3. Espectroscopia de fluorescéncia

O fendmeno da fluorescéncia se d4 pelo decaimento radiativo de uma molécula
excitada num processo S; — Sy, onde apds ser excitada, a molécula relaxa para o estado
fundamental emitindo fétons. Através da emissao fluorescente de uma molécula, ou do
seu espectro de fluorescéncia, podemos investigar varias propriedades e comportamento
de uma substancia, avaliar interagdes com outras estruturas ou processos que ali
ocorram. O espectrofluorimetro estitico nos permite uma espectroscopia de
fluorescéncia por excitacdo continua, na qual podem ser obtidos pardmetros
fluorescentes como os espectros de emissdo e de excitacdo, rendimento quantico e
anisotropia.

A Figura 8 apresenta um diagrama esquematico de um espectrofluorimetro, onde
uma fonte de luz continua emite um feixe que atinge o monocromador de excitagao que
transmitindo luz seletivamente em um estreito intervalo de comprimento de onda. O
feixe de luz selecionado atravessa fendas ajustdveis que controlam sua intensidade e
atinge assim a amostra, excitando as moléculas. A fluorescéncia emitida é coletada por
um monocromador posicionado a 90° em relagdo ao feixe de luz de excitacio para que
seja eliminado qualquer tipo de luz espalhada (a luz que ndo foi absorvida). A
fotomultiplicadora recebe o feixe fluorescente, amplifica o sinal e cria uma voltagem

proporcional 4 intensidade emitida [52-53].
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Figura 8- Diagrama esquemdtico espectrofluorimetro.

O espectrofluorimetro pode ser usado em sistemas bioldgicos que nao possuem o
fendmeno da fluorescéncia. Neste caso, usa-se uma sonda fluorescente que tenha
afinidade com o meio biolégico que se quer estudar. Neste trabalho pretendemos fazer
avaliacdes na albumina do soro bovino (BSA) que ja possui um sinal de fluorescéncia
intrinseco.

O espectrofluorimetro utilizado foi o (Fluorolog FL.3-221; Horiba Jobin Yvon

Inc) e gentilmente cedido pelo Grupo de Ciéncias dos Materiais.
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3.3. Metodologia

3.3.1. Calculo do coeficiente de particao

O coeficiente de parti¢do solvente organico/agua foi medido usando o método do
“shake-flask” que se baseia na determinacdo direta da particdo das concentragdes em
equilibrio de um composto em um sistema bifasico. As concentragdes de FS em ambas

as fases foram determinadas com base nos espectros da regido UV-Vis [54].

Como as solubilidades dos FS estudados no octanol foram muito baixas, ou seja,
os coeficientes de particdo octanol/dgua foram muito pequenos, ndés medimos o
coeficiente de particdo dos FS em butanol/dgua (Log Pg/w), onde foram mais soliveis e,
entdo, calculamos os valores correspondentes no sistema octanol/dgua usando uma
curva de calibragcdo descrita na equacdo 7 [54]. Como ocorre uma pequena penetragao
da 4dgua no butanol e do butanol na dgua, um frasco contendo um volume similar tanto
de dgua Milli-Q como de butanol foi agitado por 24 h por um agitador magnético, para
promover a saturagdo das solugdes. Mantendo o frasco em repouso por um periodo de 2
h a separacdo das fases ocorreu naturalmente. A dgua Milli-Q saturada com butanol foi
utilizada para diluir o FS a 25 uM em um pequeno volume de dgua saturado (2 mL) e a
seguir foi adicionado 2 mL de butanol saturado com dgua. O frasco contendo a mistura
foi agitado no voértex por 1 minuto e em seguida foi medido o espectro de absor¢ao UV-

Vis de ambas as fases.

O coeficiente de parti¢do butanol/dgua foi calculado da seguinte forma:

Py =—E-x—", o)

onde Cg € a absor¢dao do composto no butanol, Cyw € a absor¢do do composto na dgua,
V3 € o volume do butanol e Vw o volume da dgua. Como colocamos 0 mesmo volume
de 4gua e butanol (2 mL), e como o valor da concentracdo pode ser encontrado na

equacao 4, a expressao fica da seguinte forma:

Py =—x— (©6)
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Para converter o Log Pp/w no sistema octanol/dgua (Log Po,w) foi usada a equagdo

[54]:

LogP;,,, =(1,55x LogF;,,)—0,54. (7)

A equacdo acima foi obtida pelo melhor ajuste da curva Log Pow vs Log Pgw de

compostos padroes com Log Pow jd conhecidos [54].

3.3.2. Preparacao e marcacao de eritrocitos e avaliacao da foto-hemélise

O sangue utilizado neste trabalho foi coletado na hora por pessoa técnica, sendo
utilizado sangue de trés doadores. Foram diluidos 5 ml de sangue em 15 ml de tampao
fosfato salino (PBS, 5 mM de fosfato, 150 mM NaCl, pH 7,4), distribuidos em vdrios
eppendorfs e centrifugados a 150xg e 4°C por 10 minutos. Depois que o sobrenadante,
plasma e células brancas de cada eppendorf foram retirados cuidadosamente e
descartados, o volume foi completado com o mesmo tampao. Esses eppendorfs foram
centrifugados novamente com trés repeticdes do processo e depois de descartar o
sobrenadante pela terceira vez, diluimos os eritrécitos no mesmo tampao até a
concentracdo de 40% de hematdcrito.

Para obter a condicdo final da amostra com uma concentracio de 25 uM do FS
na suspensdo de hemécia com hematdcrito de 2%, esta suspensdo foi diluida mais 20
vezes. Assim, colocamos 1.275 ul de tampao, 75 pl da suspensado de eritrécito (40%) e
150 ul de porfirina diluida a 250 pM no tampdo, as hemdécias foram mantidas na
geladeira por uma hora (garantindo um tempo de captagcdo do FS pela membrana).

As amostras contendo os eritrdcitos e os FS foram colocadas em um béquer de 2
cm de didmetro e irradiadas individualmente, usando a luz de uma ldmpada halégena de
150 W a uma irradiancia 200 mW/cm? sendo que o tempo de irradiacdo foi variado
entre 1 e 90 minutos. Para uma melhor homogeneidade do sangue durante a irradiacdo,
foi utilizado um agitador magnético e um pequeno ima.

O FS pode provocar a peroxidacdo na membrana do eritrocito levando ao
rompimento desta membrana, resultando na foto-hemdlise e liberagdo da hemoglobina
na solucdo. Desta forma, logo apds a irradiacdo, as amostras foram centrifugadas a
300xg e 4°C por 15 minutos para separar a hemoglobina, da parte residual do eritrécito

que se precipita ao ser centrifugada (membranas, e outros conteuidos citoplasmdticos). A
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foto-hemolise foi avaliada através do monitoramento das bandas de absorcdo da
hemoglobina que teria sido liberada e se encontra no sobrenadante. O espectro de
absorcdo da hemoglobina € bem conhecido na literatura e € constituido por duas bandas

bem definidas em 540 € 576 nm.

3.3.3. Avaliacao da peroxidacao lipidica

Para verificar se houve peroxidacgdo lipidica na foto-hemolise, o sobrenadante do
processo descrito na secdo anterior também foi utilizado no teste de TBARS (espécies
reativas do dcido tiobarbiturico (TBA)). Trata-se de um teste baseado na reacdo do
acido tiobarbitdrico (TBA) com os produtos finais da peroxidacdo. Um dos principais
produtos formados no processo de peroxidagdo é o malondialdeido (MDA), um aldeido
com trés atomos de carbonos e de baixo peso molecular [55]. Neste ensaio uma
molécula de MDA reage com duas moléculas de TBA para formar um complexo de cor
rosa (MDA-TBA), o qual apresenta absorbincia Optica méxima em comprimento de
onda A = 532 nm. Esta reacdo ocorre pelo ataque nucleofilico envolvendo o carbono 5
do TBA e o carbono 1 do MDA, seguida por uma reacdo similar com uma segunda
molécula de TBA (Figura 9). A velocidade da reacdo depende da temperatura, pH e
concentracdo de TBA [56].

i 0
| " S \/N N AOH OH._~"_-sH
G—' +
| 2 ? Pl"l CH_CH_CPT ‘
N
CH O N/’/\\" s N \\\\\/
H OH OH
O
MDA TBA MDA-TBA,

Figura 9- combinagcdo do malondialdeido com duas moléculas de dcido

tiobarbitiirico forma uma molécula com absorbdncia conhecida.

O ensaio de TBARS foi realizado seguindo o protocolo descrito por Gilbert e col.

[40]. Adicionou-se ao sobrenadante da foto-hemdlise 10% (p/v) de dacido tricloro-
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acético (TCA) e centrifugou-se a 300xg por 10 min a 25°C. O TCA reage com as
substancias da solucdo (principalmente com a hemoglobina) permitindo que estas
precipitem ao serem centrifugadas, deixando assim, permanecer o MDA no
sobrenadante. Retirou-se 1 ml do sobrenadante e adicionou-se 1 ml de TBA (1% TBA

(p/v) em 0,05 M de NaOH) em um tubo de ensaio.

A solugdo reagente foi aquecida em banho maria a 95°C por 30 min e resfriada
rapidamente. Adicionou-se 2 ml de butanol na solucido e apds agitacio do tubo de
ensaio a absorbancia do butanol foi medida em 453 e 532 nm. As concentragdes de
MDA foram calculadas através da subtragdo de 20% da absorbancia a 453 nm da
absorbancia a 532 nm (para evitar espalhamento de residuos citoplasméticos do
eritrocito) e com este resultado a concentracdo foi obtida usando um coeficiente de
extincdo molar ¢ = 1,56x10°M~1cm™1[40]. A concentracio de MDA ¢é geralmente na
faixa dos nano a micromolar, sendo proporcional a quantidade de peroxidacao lipidica

que ocorreu na membrana celular.

3.3.4. Calculo da degradacao da BSA

A BSA e o FS foram diluidos em PBS, ambos em uma concentra¢ido de 10 uM,
em um volume de 6 mL. Depois de deixar 1 hora incubando na geladeira, a solu¢do foi
colocada em um béquer padronizado e irradiado, usando a luz de uma lampada hal6gena
de 150 W a uma irradiancia de 120 mW/cmz, por 40 minutos. A cada intervalo de 5
minutos, uma aliquota foi retirada e medida no espectrofluorimetro e no

espectrofotometro [43].

Para o cédlculo da constante de degradacdo da BSA foi feito um gréfico da
intensidade do sinal de fluorescéncia da BSA (340 nm) em funcdo do tempo de

irradiacdo e feito um ajuste exponencial da curva:
_ —kt
I=1e", (8)

onde I € a intensidade de fluorescéncia, Iy € a intensidade de fluorescéncia da solug@o no

escuro, ¢ € o tempo e k é a constante de degradacao da amostra.
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3.3.5. Analise estatistica

Alguns de nossos dados foram expressos como a média + desvio padrao (DP) a
partir de pelo menos trés experimentos independentes. Os dados foram comparados
através de andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para diferencas

estatisticamente significativas com P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1. Coeficiente de particao

Na Figura 10 apresentamos o espectro de absor¢cdo da porfirina ZnTMPP em
butanol e em dgua, para obter o coeficiente particdo representado pelo Log Pow. Como
mencionado na se¢do de Materiais e Métodos (se¢ao 3.3.1), as moléculas organicas
estudadas neste trabalho mostraram-se muito hidrofilicas, que nos for¢ou a usar butanol
no lugar do octanol para facilitar a dissolucdo das moléculas e determinar o coeficiente
de particdo. A conversao para o sistema octanol/dgua foi obtida utilizando uma curva de

calibragao conforme descrito na secdo 3.3.1.

—— ZnTMPP em butanol
05 N|—— ZnTMPP em agua Milli-Q, diluido 20 vezes

Absorbancia

400 450 500 550 600 650 700

Figura 10 - Espectros de absorbdncia da Zn TMPP no butanol e na dgua.

O valor do Log Po/w obtido para cada FS estd apresentado na Tabela 1 (préxima
secdo), onde os valores siao a média e desvio padrio de trés experimentos
independentes. Observando que estes valores sdo negativos constatamos sua baixa
lipofilicidade. Porque de acordo com a equacdo (6) vemos que quando a absor¢do na
dgua € maior que no butanol, o valor de Pg,w vai ser menor que 1 e o Log Pg/w vai ser

negativo.
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A comprovacdo e validade dos nossos resultados podem ser confirmadas ao
compararmos o valor do Log Pow obtido por Engelmann e col. para a TMPP (-3,06
0,09) [57], que € muito préximo ao valor encontrado em nosso trabalho (-3,4 + 0,1). Isto

mostra a consisténcia dos dados que obtivemos e mostra a validade do método
empregado.

4.2. Acao hemolitica dos fotosenssibilizadores

Nesta secdo apresentamos o estudo da acdo hemolitica dos FS avaliados. Como
descrito na secao 3.3.2, a peroxidacdo na membrana do eritrocito provocada pelo FS
leva ao rompimento da membrana, resultando na hemolise e liberagdo da hemoglobina
na solucdo. Desta forma, podemos estudar e quantificar tal processo monitorando a

intensidade das bandas de absor¢dao da hemoglobina liberada. A Figura 11 mostra os
espectros de absorbancia da hemoglobina liberada pela foto-hemolise em funcdo do

tempo de irradiacdo, para o caso dos eritrécitos tratados com a protoporfirina IX.

0.8 - hemolise 100%

1
\ '
/ \
0,6

irradiagao:
20 min

Absorbancia
o
»

o
N

0,0

620
A(nm)

Figura 11 - Espectros de absorbdncia da hemoglobina liberada pela foto-hemdlise

causada pela irradiacdo em presenca da protoporfirina IX em funcdo de diferentes
tempos de irradiagdo.
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O maximo grau de hemolise (100%), ou hemolise total, apresentada na Figura
11 foi obtido suspendendo os eritrcitos em dgua milli-Q ao invés da solucdo salina
tamponada. Este procedimento provoca a ruptura das membranas de eritrocitos
liberando toda a hemoglobina contida na célula. O valor da absorbancia nessa condi¢ao
fornece a mdxima hemdlise.

A partir dos espectros foram calculadas as porcentagens de hemdlise para cada
tempo de irradiagcdo. Para o cdlculo foi tomada a banda de absor¢do em 540 nm, de onde
foi subtraido o valor da absor¢do de uma amostra controle, a qual permaneceu no
escuro, sem irradiacdo. Esse valor foi dividido pelo valor da absorbancia da amostra sob
condicdo de hemolise total e multiplicada por 100%. Cabe destacar que esse
procedimento também poderia ser aplicado para a banda em 576 nm e que deve gerar
resultado semelhante.

Pela Figura 11 pode-se observar uma banda de absorcdo pouco intensa da
hemoglobina, quando a suspensdo de eritrécito foi mantida no escuro, tanto na presenca
quanto na auséncia da porfirina. Esse fato parece indicar a ocorréncia de um certo
percentual de hemdlise, mesmo no escuro e na auséncia dos FS. Sob pequenos
intervalos de irradiacdo (2 e 4 minutos) essas bandas continuam com baixa intensidade,
mas come¢am aumentar a partir de 6 minutos de irradiacdo e atingem uma saturacio
ap6s um intervalo de 10 min, conforme representado na Figura 12, onde mostramos o
valor da absorbancia do pico da hemoglobina centrado em 540 nm em fun¢do do tempo
de irradiagdo. O efeito da luz sobre os eritrocitos na auséncia das porfirinas foram
avaliados por sua irradiacdo durante 90 minutos, onde pode-se observar um pequeno

percentual de hemolise (1-2%).
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Figura 12- Ajuste sigmoidal da curva de percentual hemolitico para a

protoporfirina IX em fungdo do tempo de irradiacdo.

Sobre a curva do grifico de percentual hemolitico foi realizado o ajuste

sigmoidal (Boltzmann) apresentado no grafico da Figura 12 e dado pela equacdo 9.

H . —-H

min max)
(x=Ty,)/dx > (9)

y=Hmax+(
1+e

Onde T, é o tempo para 50% de hemolise, Hyin € a hemolise com FS no escuro,
Hiix € a hemdlise maxima atingida e dx € a inclinagdo da curva sigmoidal. No caso da
protoporfirina IX apresentado na Figura 11, o tempo necessario para 50% de hemolise
foi Ty, = 6,3 minutos, as percentagens de hemoélise minima e maxima atingidas foram
0,3 e 72,9%, respectivamente. A inclinacdo da curva sigmoidal estd apresentado na

Tabela 1 juntamente com os parametros de todas as moléculas estudadas.
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Tabela 1

Parametros de hemdlise em suspensado de eritrocitos (2% de hematdcrito em PBS e temperatura

ambiente) causada por irradiacio (Iimpada halégena de 200 mW/cm?®) e presenca de 25 uM de

porfirinas e coeficiente de particdo de cada FS. Todos os valores sdo média e desvio padrdo de

trés experimentos independentes.

Amostra e H.,.in (%) H,.4x (%) dx Log Pow
(min)

Carboxiftalocianina 17£1 (A)* 0,4£0,1 95%1 (A) 0,1£0,1 -2,810,2 (A)
Zncarboxiftalocianina 2+1 (B) 0,410,4 90£3 (AB) 0,210,3 -2,710,2 (A)
TPPS 2512 (C) 2,0£3,0 7216 (BC) 1,0£1,0 -4,0+0,1 (B)
ZnTPPS 2915 (C) 2,0£2,0| 80+13 (ABC) 2,0+£2,0 -2,910,2 (A)
PPIX 6+1 (BD) 0,3£0,1 7316 (BC) 0,710,1 -0,910,2 (C)
TMPP 254 (C) 1,810,3 6515 (C) 0,4+0.4 | -3,4%0,1 (AB)
ZnTMPP 10£1 (D) 2,5%1,7 76x5 (ABC) 0,210,1 -3,02£0,1 (A)

Pardmetros: T),, tempo para 50% de hemolise; H,,,, hemolise com MO no escuro; Hiyx,

hemoélise maxima atingida; dx, inclinagdo da curva sigmoidal; Log P, proporcional ao

coeficiente de parti¢do.

*Significancia estatistica: em cada coluna, os dados que ndo sdo indicados com letras

maidsculas em comum sdo significativamente diferentes com P < 0,05. Nao ha diferenga

significativa entre os pardmetros H,,;, e dx das amostras.

Com base nos valores da Tabela 1, foi feito um grafico da correlacdo entre Ty e

o Log Po/w. Como mostrado na Figura 13:
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Figura 13- Grdfico de correlagdo T, vs Log Pow e ajuste linear. Os simbolos
indicados com x se referem aos dados dos FS contendo Zinco. Equagdo: Log Pow = —

1,952 - 0,053 T

Nota-se do grafico da Figura 12 que a correlacdo foi fraca com um coeficiente
R = 0,48 e que os FS contendo o zinco ndo seguiram o mesmo comportamento dos
outros FS. Os valores de Log Po/w dos FS com zinco foram semelhantes, mas os valores
de Ty, muito diferentes. Por isso foi realizada uma nova andlise contendo apenas 0s
dados dos FS na sua forma base livre, sem zinco (Figura 14). Neste caso, o coeficiente
de correlacdo foi maior com R? = 0,93, sugerindo que entre os FS, na sua forma base
livre, os mais agressivos aos eritrocitos sdo aqueles com maior afinidade por membrana.
Assim, a PPIX que foi FS mais lipofilico, também foi o FS na forma base livre que teve

a maior eficiéncia foto-hemolitica.
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Figura 14- Grdfico de correlagdo T, vs Log Pomw e ajuste linear para os FS

sem Zinco. Equacdo: Log Poyw = —0,115 - 0,145 T,

Para uma melhor compreensio da hemdlise causada pela irradiacdo, foi
realizado outro teste hemolitico, onde acrescentamos 2 mM de azida sddica (NaN3) no
tampao fosfato utilizado para diluir o sangue. O restante do experimento da foto-
hemolise foi realizado da mesma forma que realizada previamente, secao 3.3.2. Como
exemplo, apresentamos na Figura 15 o grafico do percentual de hemdlise em funcio do
tempo para a ZnTMPP, com tratamento normal (linha preta) onde o 7;, foi de
aproximadamente 10 min e com tratamento com azida (linha vermelha) que o 7.
aumentou para aproximadamente 13 minutos. De acordo com os valores do 77, para os

dois tratamentos, observamos que a azida ajuda a combater o processo de hemolise.
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Figura 15- Grdfico da percentagem de hemdlise em fungcdo do tempo de

irradiacdo causada pelo FS Zn-TMPP em PBS com e sem azida sodica.

4.3. Peroxidacao lipidica

Quanto maior a peroxidacdo lipidica maior a formacdo de MDA (produto da
peroxidacdo) e quando adicionamos TBA maior vai ser a banda de absor¢do em 532
nm, conforme mencionado na secdo 3.3.3. Na Figura 16 temos duas curvas: a linha
vermelha representa a porcentagem de hemdlise formada pela Znftalocianina em fungao
do tempo de irradiacdo e a linha preta representa a concentracdo de MDA em funcdo do
tempo de irradiacdo. O ponto azul representa a concentragdo de MDA quando a
hemolise total € provocada com adi¢do de dgua milli-Q na amostra, onde vemos que

praticamente ndo houve peroxidacao.

Podemos observar uma correlacdo entre a porcentagem de hemolise e formacao
de MDA causada pela irradiagdo dos eritrécitos em vdrios tempos, na presenca da Zn
ftalocianina. O valor de hemdlise maxima para a Znftalocianina em quatro minutos de
irradiagdo atingiu o pico de aproximadamente 100%, enquanto na formacdo de MDA ¢é
observado um pico em 12 minutos com aproximadamente 512 nM, mas em 6 minutos

parece que a curva ja atingiu sua saturacdo. Ja a formacdo de MDA para a hemdlise
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causada pelo rompimento da membrana por pressdo osmética (provocada por dgua

milli-Q) foi de apenas 16 nM, mostrando que a metodologia aplicada na determinacao

da formacdo de MDA foi eficiente na separagdo deste composto num sistema contendo

alta concentracdo de hemoglobina e membrana isolada.

120 600
100 - 500
80 | - 400
9 | =
o 60 | - 300 %
© | <
L <
6 | D
% 204 | o0 =
T c
| | |
204 | —m— percentagem de hemolise | - 100
* —m— MDA
od a8 B MDA hemolise 100% 4o
T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de irradiagao (min)

Figura 16- Grdfico do percentual de hemdlise (linha vermelha) comparado com

a formagdo de MDA (linha preta) em suspensdo de eritrécitos irradiada na presenca do

FS Zn Ftalo.

Os dados obtidos para os outros FS estudados neste trabalho estdo apresentados

na Tabela 2.
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Tabela 2

Concentragdo méaxima de MDA formada (em nanomolar) e tempo para formagdo de 50% da

mdaxima concentracdo de MDA (T;,) em suspensdo de eritrécito a 10% de hematdcrito, em PBS

e temperatura ambiente, produzida por irradiagio com lampada halégena de 200 mW/cm’® e

presenca de 25 uM de MO.

Moléculas Organicas [MDA]sx (nM) Ty/2 (min) T1/2 (min) hemdlise*
Carboxiftalocianina 466 22 17£1
Zncarboxiftalocianina 512 3 1,6£0,6

TPPS 472 44 25+2
ZnTPPS 146 36 2945

PPIX 1075 28 6,3+0,9
TMPP 715 28 25+4
ZnTMPP 591 17 10£1

*QOs valores de T, da hemdlise apresentados na Tabela 1 foram colocados aqui para efeito de

comparagao.

A possivel correlacdo entre os Ty, da hemolise e da formacao de MDA também

foi analisada através do grifico apresentado na Figura 17. Agora a correlagdo incluindo

as sete moléculas organicas foi relativamente boa, sendo R’ = 0,57e R=0,75.
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Figura 17- Grdfico de correlagcdo entre os T, de hemdlise e de formacdo de

MDA. Equacdo: T;, (MDA) = 9,061 + 1,006 T, (hemdlise).

Através desse grafico, podemos concluir que a foto-hemdlise causada pelos FS

deste trabalho, estd diretamente ligada com a sua capacidade de peroxidacao lipidica.

4.4. Degradacao de BSA

A membrana celular do eritrécito € formada basicamente de lipideos e proteinas.
Para compreender a interacdo do FS com a membrana avaliamos a peroxidacdo lipidica
através da técnica de TBARS e a oxidacdo protéica através da degradacao de BSA, na
qual compreendemos melhor, também, a interacdo de FS com biomoléculas, ja que a

albumina € a principal proteina de transporte do FS no sangue.

A Figura 18 mostra um grafico representativo do decaimento de sinal
fluorescente da BSA com a porfirina TMPP conforme o tempo de irradiacdo (painel
superior), e no grafico do painel inferior estd o decaimento no valor do pico de
fluorescéncia (340 nm) como fun¢do do tempo de exposicao a luz da lampada hal6gena.
Fazendo um ajuste exponencial nessa curva podemos encontrar a constante de

degradacdo, como mostrado na se¢do 3.3.4 de Materiais e Métodos e no caso do FS
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TMPP seu valor foi de 0,088 s'. Os valores das constantes de degradacdo estdao

apresentados na Tabela 3 para todos os FS.
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Figura 18- Intensidade do sinal fluorescente da BSA a 10 uM + TMPP 10 uM
para vdrios tempos de irradiado (Painel superior) e decaimento do sinal fluorescente

em fungdo do tempo de irradiacdo (Painel inferior).

Na Figura 19 temos o decaimento exponencial do pico caracteristico da BSA,
com o tempo para as moléculas organicas: TMPP e TPPS em base livre e metalada com

atomo de zinco em seu anel central. Através deste grafico podemos observar que a
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presenca do zinco acelera a degradacdo de BSA e que a TPPS atinge a saturacdo da

BSA mais rapido que a TMPP.
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Figura 19- Curvas de decaimento da intensidade do sinal fluorescente da BSA a

10 uM + 10 uM de FS como funcdo do tempo de irradiado.

Tabela 3

Constante de decaimento temporal do sinal de fluorescéncia da BSA a 10 uM em PBS devido a

irradiacdo com lampada halégena de 120 mW/cm’ na presenca de moléculas organicas (10 uM).

Moléculas Organicas

Constante de decaimento (s™)

Zn-Carboxiftalocianina 0,092 + 0,007
TPPS 0,158 = 0,005
Zn-TPPS 0,300 +0,020
TMPP 0,088 + 0,002
Zn-TMPP 0,140 £+ 0,002
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5 DISCUSSOES

Nesta secdo serdo apresentadas as discussdes dos valores encontrados através
das diversas técnicas empregadas para uma avaliacdo e comparacao dos FS.

Ao avaliar a lipofilicidade dos FS apresentado na secdo 4.1 e Tabela 1, foi
observado que os valores do Log Pow de seis dos FS ficaram entre -4,0 a -2,7, que
representam um cardter hidrofilico, enquanto que a protoporfirina IX (Log Pow de -0,9)
¢ a menos hidrofilica dentre elas.

Através da andlise estatistica feita para os valores do Log Pow verifica-se que a
lipofilicidade das MO: a ftalocianina base livre e metalada com zinco, a ZnTPPS, a
TMPP base livre e metalada com zinco nao tem diferenca significativa. As MO que
apresentam uma lipofilicidade diferenciada foi a TPPS que foi a mais hidrofilica e a
PPIX que foi a mais lipofilica.

A introducdo do dtomo de zinco no anel central da ftalocianina e da TMPP néo
alterou significativamente o cardter hidrofilico destes FS. Contudo, no caso da TPPS a
presenca do metal reduziu seu caréter hidrofilico.

Quanto a eficiéncia foto-hemolitica sobre o eritrécito, através da andlise
estatistica, apresentada na Tabela 1, verifica-se que o T;,, da TPPS base livre e metalada
com zinco e a TMPP ndo tem diferenca significativa, sendo menos eficientes que as
demais MO. Ja o FS com maior Ty, foi a ftalocianina complexada com zinco, seguida
da PPIX. A ZnTMPP e a ftalocianina base livre tem uma eficiéncia foto-hemolitica
intermediaria quando comparada com o T}, dos outros FS.

A presenca do zinco na TPPS ndo alterou significativamente o tempo de
irradiacdo necessario para 50% de hemodlise, mas aumentou a eficiéncia da TMPP,
reduzindo o T, de 25 para 10 minutos e da ftalocianina, com uma consideravel reducao
do Ty, de 17 para 2 minutos (Tabela 1). Os valores encontrados para o Log Pow, que
esta relacionado com a afinidade por membrana, sugerem que o aumento da eficiéncia
fotodinamica proporcionado pelo zinco nao foi devido a um aumento na afinidade da
molécula pela membrana.

Analisando a possivel correlagdo entre o parametro Log Pow e o Tip de
hemolise, notamos apenas fraca correlacdo com um coeficiente R de 0,48 (Figura 13).
Entretanto, notamos que apenas as moléculas contendo zinco nio seguiam a correlagao

e que havia correlacdo para as outras quatro moléculas com R = 0,96 (Figura 14). Estes

40



dados experimentais indicam que para essas moléculas a eficiéncia fotodinamica
aumenta com a maior afinidade por membrana celular. Cavalcanti e col. (2009) [43]
estudaram a foto-hemoélise dos FS Photofrin®, Photogem®, Photosan® e
Photodithazine®, irradiando a suspensao de eritrécito com LED de 630 nm e medindo o
parametro Tj,. Os autores também mediram o Log Po,w, encontrando valores de -0,22 a
+0,20. Através dos valores encontrados por Cavalcante e col. (2009), nds calculamos o
coeficiente de correlacdo de Tj, versus Log Pow, para os derivados de porfirina
utilizados por eles, que foi R = 0,77. Assim, 0s autores encontraram que para os quatro
FS estudados as maiores efici€éncias de foto-hemdlise foram das moléculas com maiores
afinidades por membrana [43]. Isso pode ser explicado porque segundo Tomazini e col.
[58] a solubilidade do FS, a hidro ou lipofilicidade, assim como a quantidade de cargas
periféricas e o tamanho da molécula determinam a difusao do FS na célula.

Um bom FS seria um composto com forte absor¢ao da luz na regido visivel do
espectro eletromagnético, alto rendimento quantico de formacdo de estados tripletos e
longo tempo de vida, o que pode facilitar uma alta eficiéncia de formacao de oxigénio
singlete (102) [59]. Nao deve ser toxico na auséncia da luz, teria uma maior
concentracdo no tecido alvo e seria eliminado do corpo facilmente para evitar foto-
sensibilizacdo da pele [60-61]. Se por um lado os FS de carater mais hidrofilico sdo
menos eficientes devido a menor afinidade por membrana [61], por outro lado, tendo
uma melhor solubilidade em dgua, sao de mais fécil distribuicao pelo corpo e também
de mais fécil eliminagcdo. A inser¢do de moléculas muito hidrofébicas no organismo
humano muitas vezes requer o uso de nanocarreadores e também essas moléculas
podem se acumular nos tecidos aumentando o nivel de toxidade. E conhecido que a
ftalocianina de zinco tem alta eficiéncia fotodinamica, devido ao ion metalico central Zn
(IT), cuja camada d estd totalmente preenchida, fazendo com que o estado tripleto da
molécula tenha vida longa, o que € essencial para a geracdo de grande quantidade de
EROs [62-63]. Segundo Lutton e col. [64] o dtomo de metal central da porfirina
desempenha um papel importante na determinagdo das propriedades fisioldgicas e
farmacoldgicas dos complexos de porfirina. Segundo Tomazini e col. a presenca de um
metal central e o grau de sulfonacdo, ou outros substituintes periféricos que aumentem a
solubilidade da molécula, parecem influenciar a capacidade de fotossensibilizacdo [58].

Pavani e col. [61] estudaram os efeitos fotodinAmicos associados a
hidrofobicidade e inser¢do de zinco em porfirinas sobre mitocondrias isoladas e células

HeLa. A eficiéncia fotodindmica foi diretamente proporcional a afinidade das porfirinas
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por membrana e ndo houve uma boa correlacio com a acumulagdo nas mitocondrias.
Este fato indica que a interacdo do FS com a membrana celular é um fator chave para
alcancar maior eficiéncia na PDT. A presenca de zinco diminuiu a interagdo das
porfirinas com a mitocondria, explicado pelas caracteristicas particulares da membrana
interna mitocondrial, e aumentou a interacdo com a membrana citoplasmaética, levando a
uma melhor eficiéncia fotodindmica [61]. Em nosso trabalho a presenca do zinco
aumentou a eficiéncia fotodindmica nas bases da ftalocianina e TMPP, mas ndo
aumentou o carater hidrofilico dessas bases, sugerindo que mesmo sem mudar o carater
hidrofilico destes FS, de alguma forma o zinco favoreceu a interacdo deles com a
membrana. Uma vez que o principal causador dos danos € o oxigénio singlete, que
possui um tempo de vida relativamente curto (10° a 107 s), sua eficiéncia é
considerdvel quando é gerado no interior de membrana ou em sua proximidade [61].
Entretanto, este dltimo argumento parece ndo ser totalmente necessdrio desde que o
oxigénio singlete € de rapida difusdo e no tempo de vida de 1 pus pode ter um caminho
livre médio de 100 nm, o que corresponde a mais de 20 vezes a espessura de uma
membrana celular [65].

A PDT se baseia na formagao de duas classes de EROs, uma criada através da
transferéncia de elétrons (reacao do tipo I) e a outra por transferéncia de energia (reagao

do tipo II) [14]. A transferéncia de elétrons para a molécula de O, pode produzir
superéxido (O, ), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH) e radicais

lipidicos [66]. Na reacdo do tipo II, a transferéncia de energia para o O, resulta na
formacdo de oxigénio singlete (‘O,) [14]. O oxigénio singlete é considerado o mais
importante formador de EROs, podendo oxidar lipidios, proteinas e dcidos nucléicos e
alterar irreversivelmente as atividades metabdlicas, resultando na morte celular [66-67].
Neste trabalho observamos que a azida sédica reduz o T;,; do potencial hemolitico dos
FS. A azida € um inibidor da catalase que protege os eritrocitos do estresse oxidativo
gerado com o perdéxido de hidrogénio [24]. Tem sido demonstrado que na presenga de 2
mM de azida na suspensdo de eritrocito, apenas 30 uM de H,O, foi suficiente para
causar hemolise, entretanto, na auséncia de azida nem mesmo 10 mM de H,O, causou
hemdlise [24]. E conhecido que a azida é um eficiente supressor de oxigénio singlete
[68], de modo, em nossos experimentos este tltimo papel foi mais importante que o de
inibidor da catalase. No trabalho de Cavalcante e col. [43], também foi avaliado o efeito

fotodinamico de diferentes derivados de porfirina, com diferentes lipofilicidades, em
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eritrocitos e foi demonstrado que o manitol ndo reduziu o Tj, de hemdlise. Como o
manitol € um inibidor de radicais livres e ndo inibe o oxigénio singlete [43], este
resultado indica que os danos provocados pelos FS nos eritrécitos foram em grande
parte devido a formagao das reag¢des do tipo II, ou seja, iniciada a partir do oxigé€nio
singlete.

Ion e col. (2012) [69] aplicaram terapia fotodindmica usando o sistema
nanocarreador que emprega a combinagdo do fulereno Cgyp, PVP (um polimero solivel
em dgua) e TMPP em ratos Wistar subcutaneamente inoculados com Carcinoma de
Walker 256. Os animais foram irradiados no comprimento de onda A = 685 nm por 15
minutos, 24 h apds a administracao intraperitoneal de 10 mg do FS/kg de peso corporal.
Ap6s a PDT os indices de peroxidacao lipidica e oxidagdo de proteina foram avaliados
no plasma sanguineo e no homogenato do tumor usando os ensaios de TBARS e
carbonila de proteina (método para quantificar a oxidagcdo de proteinas [70-71]) e
encontraram um aumento em ambos os indices [69]. Gomes e col. (2013) [72]
estudaram os efeitos fotodindmicos da galatoporfirina catidnica contra duas bactérias
ambientais, Micrococcus sp. € Pseudomonas sp., que sdo resistentes ao estresse
oxidativo induzido por UV-B. As amostras foram irradiadas com lampada de
quartzo/halogénio e fibra ética filtrando a faixa de 400 a 800 nm. Interessante que a
formacdo de MDA e carbonila com 5 minutos de irradiacdo foi bem menor do que com
15 minutos. Em nosso trabalho foi observado um comportamento similar na formagao
de MDA, mostrando curva sigmoidal com o tempo de irradiacdo. Isso sugere que o
processo oxidativo precisa de certo tempo inicial até desencadear um ataque mais
pronunciado sobre as células, dando a idéia de danos acumulativos.

A formagdo de MDA indica a ocorréncia de peroxidag¢do dos dcidos graxos poli-
insaturados e a membrana plasmadtica deve ser o maior alvo do FS [72]. Gomes e col.
[72] encontraram que a formacdo de MDA e carbonila seguem similar dependéncia
temporal, sugerindo que a peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas ocorrem ao
mesmo tempo e ambos os componentes sdo atingidos pelo estresse oxidativo na
membrana. Nossos resultados indicaram uma correlacdo entre a dependéncia temporal
do potencial hemolitico e da formagao de MDA, sugerindo que os principais efeitos dos
FS estudados foram um ataque sobre a membrana dos eritrdcitos. Para confirmar que os
FS danificaram a membrana do eritrdcito através da peroxidagcdo lipidica, nds
realizamos medi¢des da rigidez induzida na membrana, que € um indicativo seguro da

peroxidacdo [33-36]. Estas medidas foram realizadas usando a espectroscopia de
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Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) do marcador de spin 5-doxil estearato e
estdo apresentadas no Apéndice A, ji que neste trabalho ndo enfocamos o uso desta
técnica.

Analisando os valores da Tabela 2, secdo 4.3, verifica-se que as MO com maior
formagdo de MDA foram a PPIX e a TMPP seguidas da ZnTMPP e Zn ftalocianina. Os
FS com pouca formacdo de MDA foram: TPPS, ftalocianina e Zn TPPS. J4 no caso da
degradacdo de BSA, analisando os valores da Tabela 3, secdo 4.4, verificou-se o
contrario. As MO com menor formac¢do de MDA foram as que tiveram uma constante
de degradacio de BSA maior: TPPS e ZnTPPS. Estes valores mostram que o
mecanismo de acdo de cada FS na foto-hemdlise € diferente, alguns atacam mais através
da peroxidacdo lipidica e outros através da oxidacao protéica.

Em proteina, o oxigénio singleto degrada seletivamente o triptofano numa
reacdo rapida. Esse aminodcido pode ser deteriorado por outras EROs, mas €
particularmente sensivel ao '0,, o que possibilitaria quantificar a quantidade de
oxigénio singlete produzido pelo FS através de curva de calibracdo utilizando medidor
de consumo de oxigénio e ensaio colorimétrico para detectar a degradagao do triptofano
[73,67]. Nossos dados sobre a degradacdo do sinal fluorescente da BSA, essencialmente
o sinal do triptofano, indicaram que os FS estudados sob irradiagdo com lampada
hal6gena levaram a um decaimento exponencial com o tempo de irradiagdo. As
amostras contendo zinco aceleraram o processo (Tabela 3). No entanto, ndo houve
correlacdo entre as constantes de decaimento do sinal fluorescente da BSA dos FS e
seus valores de T;, nos testes de hemdlise, indicando que os FS mais eficientes no
ataque ao eritrécito podem ser menos eficientes na degradacao da BSA.

Borissevitch e col. [74] calcularam a constante de ligacio de BSA com as
porfirinas TPPS e TMPP para diferentes pH. Para o pH 5 a constante de ligacdao da
TPPS e TMPP foi respectivamente: 1,5 x 108M'e 7,3 x 10°M™. No pH 8,5 a constante
de ligagdo foi 3,2 x 10° M para a TPPS e 1,8 x 10° M para a TMPP. Em nosso
trabalho a TPPS teve uma constante de degradacdo maior que da TMPP, este efeito

deve estar associado a maior constante de ligagcao da TPPS a BSA do que da TMPP.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho comparamos as eficiéncias fotodindmicas de sete FS em
suspensdo de eritrocitos irradiada com lampada de xendnio. Dois FS sdo derivados da
ftalocianina, sendo um contendo zinco e outro na base livre, cinco sao derivados da
porfirina, sendo dois contendo zinco, dois na base livre e a protoporfirina IX. Nossos
principais objetivos foram entender melhor os mecanismos de ag¢do dos FS para
provocar hemdlise e investigar o efeito da presenca de zinco nos FS. Nossas principais

conclusdes foram:

A dependéncia temporal dos efeitos hemoliticos dos FS foi tipo curva sigmoidal,
indicando que os efeitos oxidativos dos FS foram se acumulando ao longo do tempo e
de repente houve o rompimento da membrana do eritrcito atingindo o percentual
méximo de hemdlise.

Os FS Zn ftalocianina e PPIX foram os que tiveram maior eficiéncia foto-hemolitica.

O coeficiente de correlacdo entre os T/, de hemdlise e Log Pow dos FS foi baixo (R =
0,48). Entretanto, o coeficiente dos quatro FS ndo contendo Zinco foi bom (R = 0,96).
Mostrando que Para os FS na base livre a eficiéncia fotodinAmica aumenta com a maior
afinidade por membrana celular.

O zinco aumentou muito a eficiéncia hemolitica dos FS na base da ftalocianina e
mostrou um aumento considerdvel em uma das bases da porfirina (TMPP), na outra
base da porfirina (TPPS) ndo apresentou alteracdo significativa.

O coeficiente de correlagdo entre os Ty, de hemdlise e formacao de MDA (indicativo de
peroxidacao lipidica) dos FS foi bom (R = 0,75), indicando que o ataque dos FS ao
eritrocito se deu principalmente pela peroxidacdo de dcidos graxos insaturados da
membrana citoplasmatica.

A azida sédica aumentou os Tj, de hemodlise, indicando que sua agdo como supressor
de oxigénio singleto foi mais importante de como inibidor da catalase. Este dado sugere
que a formagdo de oxigénio singleto foi um importante formador de EROs para atacar a
membrana do eritrdcito.

A peroxidacdo lipidica da membrana do eritrécito foi também comprovada pela técnica

de RPE (Apéndice A).
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Os FS que tiveram menor formacao de MDA (TPPS, Zn TPPS) foram os que tiveram as
maiores constantes de degradacdo do BSA.

A cinética de degradacdo da BSA medida pelo espectro fluorescente da BSA com
excitacdo na regido do triptofano indicou que os FS contendo zinco sdo mais agressivos.
Nao houve correlagao entre os Tj,, de hemdlise e degradagao da BSA, sugerindo que os
mecanismos de degradacdo da BSA pelos FS ndo envolveram apenas a formagdo de
EROs, mas que talvez sejam dependentes das interacdes dos FS com a BSA.

Em nosso trabalho a TPPS teve uma constante de degradacdo de BSA maior que da
TMPP, este efeito deve estar associado a maior constante de ligagdo da TPPS a BSA do
que da TMPP.

Algumas perguntas ficaram sem respostas, por exemplo, ndo hd uma explicacdo para o
periodo latente que os FS ficam sem causar efeito no eritrécito antes de dar inicio ao
processo de hemolise. Outro exemplo € o fato de dois FS contendo zinco terem o efeito
fotodinamico aumentado em relacdo as suas bases livres, sendo que o caréter hidrofilico

dessas bases ndo foi modificado.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para tentar a publicacdo de um artigo, as medidas de formacdo de MDA e de
degradacdo da BSA precisam ser repetidas mais duas vezes para realiza¢do de andlise

estatistica.

A técnica de RPE poderia ser utilizada para medir também os danos das
proteinas de membrana dos eritrécitos, usando marcador de spin especifico para

proteina de membrana.

A oxidagd@o das proteinas de membrana também poderia ser medida usando o

ensaio que quantifica as carbonilas de proteina.

Estes estudos poderiam ser repetidos usando outras células como os parasitos da
leishmania (com vistas ao tratamento da leishmaniose cutiinea), bactérias e células

tumorais.

47



8 APENDICE A

A espectroscopia de RPE do marcador de spin 5-doxil estearato (5-DSA) foi
utilizada para avaliar a fluidez da membrana de eritrdcito. A peroxidagdo lipidica torna
a membrana rigida [33-36], permitindo identificar se os FS utilizados neste trabalho

levaram o eritrécito a este efeito.

Foi utilizado o espectrometro de EPR E 500 da Bruker (Alemanha) alocado no
Instituto de Fisica da UnB, equipado com a cavidade retangular de banda-X. As
condicdes de operacao foram: campo magnético, 3480 G; varredura de campo
magnético, 100 G; constante de tempo, 10 us; tempo de varredura, 4 minutos; amplitude
de modulagio, 1 G e temperatura, 25°C. As amostras da suspensdo de eritrécito com
determinado tempo de irradiacdo foram introduzidas em capilares que foram selados por

chama para a realiza¢io das medidas de RPE.

Na Figura 20 estdo mostrados os espectros de RPE para uma amostra de controle
(suspensdo irradiada sem FS) e com a PPIX 40 minutos de irradiagdo. O parametro 24,
aumenta com a redu¢do de mobilidade ou peroxidacdo da membrana. A peroxidagao
leva a um aumento maximo de 2 G [33-36] e a presenca dos FS causaram aumentos em

torno de 1 G, mas somente para tempos de irradiacdo acima de Tj,.

2A, (G)
Ww/ 56,3
Figura 20- Espectros de RPE do Controle
marcador de spin 5-DSA em
membrana de eritrocito irradiada
por 40 minutos sem FS (Controle)
e com o FS PPIX. W/ 57,3
PPIX 40 min -
5 2A,
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Tabela 4

Parametro de RPE desdobramento hiperfino méximo (2A,) do marcador de spin 5-DSA em
membrana de eritrécito. A suspensio de eritrdcito foi irradiada com e sem a presenca de vdrios

FS.

Moléculas Organicas Tempo (min) 2A, (G)
Controle (nh =6) 40 56.2+0,3
Carboxiftalocianina 40 57.0
Zncarboxiftalocianina 20 57,1
TPPS 40 57.3
PPIX 30 57.0
PPIX 40 57.3
TMPP 40 57.3
ZnTMPP 30 57.2
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