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RESUMO

A crescente resisténcia de bactérias patogénicas a antibidticos levou ao
desenvolvimento de novas alternativas que possam substitui-los. Uma das
alternativas investigadas atualmente é a quimioterapia fotodindmica antimicrobiana
(PACT). Varias associacfes entre fotossensibilizadores (FS) e fontes de luz séo
utilizadas para inativar diferentes micro-organismos, comprovando a eficiéncia dessa
terapia. Os derivados porfirinicos apresentam caracteristicas interessantes para
aplicacdo em PACT e estédo entre os compostos mais investigados, apresentando
resultados promissores. O uso de LED como fonte de luz apresenta vantagens, uma
vez que esse dispositivo tem mostrado bons resultados na eliminagéo de bactérias e
€ economicamente mais viavel. Assim, no presente estudo, investigou-se a atividade
fotodindmica de diferentes sistemas derivados porfirinicos/LEDs para possivel
aplicacdo em PACT. Para isso, utilizou-se os seguintes derivados porfirinicos:
5,10,15,20-tetrakis (2,6-difluoro-5-sulfonatofenil) porfirinato de sodio,
Nas[H2(TDFSPP)], 5,10,15,20-tetrakis (2,6-difluoro-5-sulfonatofenil)  zinco  (II)
porfirinato de sodio, NayZn(TDFSPP)], e 5,10,15,20-tetrakis (4-sulfonatofenil)
manganés (lll) porfirinato de sédio, Nas[Mn(TSPP)]. A irradiacdo dos compostos foi
feita utilizando-se sistemas de LED com diferentes faixas de emisséo: alaranjado,
vermelho, verde e azul. A atividade fotodindmica dos sistemas FS/LED foi avaliada
por meio dos testes de fotobranqueamento, foto-oxidacdo da proteina BSA, acido
urico e de ensaio microbiolégico, utilizando-se a bactéria Staphylococcus aureus de
origem ATCC e hospitalar. Os resultados mostraram que os derivados porfirinicos
nao sofreram fotobranqueamento quando associados aos diferentes LEDs. Os
sistemas FS/LED levaram a oxidacdo da proteina BSA e a degradacdo da molécula
de acido urico, exceto para o derivado NayMn(TSPP)]. As constantes de foto-
oxidacdo obtidas para os sistemas Nay[H2(TDFSPP)J/LED verde e azul;
Nay[Zn(TDFSPP)]J/LED verde e azul, ficaram proximas aos valores obtidos para
farmacos com aplicacdo em Terapia Fotodinamica (TFD). Os resultados do teste do
acido urico para esses mesmos sistemas indicaram que eles sdo capazes de gerar
oxigénio singlete. O sistema Nas[H2(TDFSPP)]/LED azul apresentou maior atividade
fotodinamica sobre as cepas de S. aureus ATCC e hospitalar. Assim, os resultados
demonstram que o0s sistemas investigados apresentam potencial para aplicacdo em
TFD e PACT.

Palavras chave: Quimioterapia Fotodinamica Antimicrobiana, derivados porfirinicos,
Nau[H2(TDFSPP)], Na4s[Zn(TDFSPP)], LED, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The increasing pathogenic bacteria resistance to antibiotics has led to the
development of new alternatives to replace them. The Photodynamic Antimicrobial
Chemotherapy (PACT) is one of the alternatives recently researched. Several
associations between photosensitizer (PS) and light sources are used to inactivate
different micro-organisms. The porphyrin derivatives have interesting features and
are amongst the most investigated compounds in PACT, showing promising results.
The light-emitting diode (LED) source presents advantages, since this device has
been shown efficient against bacteria and is economically feasible. The present study
investigated the photodynamic activity of different porphyrin derivatives/LED systems
for application in PACT. The following porphyrin derivatives were used: 5,10,15,20-
tetrakis(2,6-difluor-5-sulfonatophenyl)  sodium porphyrinate, Nay[H2(TDFSPP)],
5,10,15,20-tetrakis(2,6-difluor-5-sulfonatophenyl) zinc (Il) sodium porphyrinate,
Nas[Zn(TDFSPP)]) and 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl) manganese (lll)
sodium porphyrinate, Nas[Mn(TSPP)]. LED systems were used in different emission
bands: orange, red, green and blue. The photodynamic activity of PS/LED systems
were analyzed through the photobleaching test, photoxidation of bovine serum
albumin (BSA) protein, uric acid and microbiological assay with ATCC and hospital
Staphylococcus aureus strains. The results showed no significant photobleaching of
porphyrin derivatives using LED as a light source. The PS/LED systems led to
oxidation of the BSA protein and uric acid, except for the derivative NasjMn(TSPP)].
The photoxidation constant rate for Nay[H2(TDFSPP)]/green and blue LED,
Na4[Zn(TDFSPP)]/green and blue LED systems, were close to the constant rate for
drugs with application in photodynamic therapy (PDT). The uric acid test result
indicated that compounds are capable of generating singlet oxygen. The
Nay[H2(TDFSPP)]/blue LED system had a higher photodynamic activity against
ATCC and hospital S. aureus strains. The results demonstrated that the systems
under study present potential to be used in PDT and PACT.

Key words: Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy, porphyrin derivatives,
Nau[H2(TDFSPP)], Na4s[Zn(TDFSPP)], LED, Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Fotossensibilizadores (FS) sdo substancias que se ativam quando sao
irradiadas com luz de comprimento de onda especifico. Essas substancias absorvem
a radiacdo e geram espécies altamente reativas, levando ao efeito fotodinamico, que
pode ter véarias aplicacdes.

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma modalidade de tratamento que
emprega a interacdo entre um FS, luz visivel e oxigénio, levando a morte celular.
Essa técnica tem se mostrado promissora devido ao sucesso obtido no tratamento
de varios tipos de cancer e outras doencas que possuem, como caracteristica, o
crescimento acelerado de tecidos (BROWN; BROWN; WALKER, 2004; KALKA;
MERK; MUKHTAR, 2000; MACHADO, 2000; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002;
WILSON; PATTERSON, 2008). A TFD apresenta vantagens em relacdo a outras
técnicas empregadas no tratamento do cancer (cirurgia, radio e quimioterapia), como
a destruicdo seletiva do tecido doente, causando pouco ou nenhum dano aos
tecidos saudaveis, além de apresentar minimo efeito colateral (CALZAVARA-
PINTON; VENTURINI, 2006; PERUSSI, 2007).

O efeito fotodindmico também pode ser aplicado na inativacdo de micro-
organismos. A eliminacdo de micro-organismos patogénicos por meio da TFD é
denominada Inativacdo Fotodinamica (PDI - Photodynamic Inactivation), também
conhecida como Quimioterapia Fotodinamica Antimicrobiana (PACT- Photodynamic
Antimicrobial Chemotherapy). A PACT pode ser uma alternativa util, evitando o
desenvolvimento de resisténcia microbiana. Dessa maneira, a TFD, inicialmente
utilizada para o tratamento de cancer, também pode ser empregada para tratar
doencas infecciosas. Além disso, a TFD pode ser aplicada como método
diagndstico, no delineamento de lesbes por fluorescéncia, devido a propriedade de
localizacao preferencial do FS em células de proliferacéo rapida (BANFI et al., 2006;
BROWN; BROWN; WALKER, 2004; DOUGHERTY et al., 1998; HAMBLIN; HASAN,
2004; PERUSSI, 2007; WILSON; PATTERSON, 2008).

As porfirinas sdo compostos macrociclos, conjugados, que estdo presentes
em sistemas bioldgicos. Os derivados porfirinicos sdo considerados FS
interessantes para aplicacdo em TFD, por apresentarem caracteristicas favoraveis a
técnica, como baixa toxicidade na auséncia de luz, fotoestabilidade, propriedade de

localizacdo em células de proliferacédo rapida e absorcdo espectral proxima a 600
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nm, regido em que os tecidos biolégicos séo relativamente transparentes a radiagédo
(NOWIS et al., 2005; TITA; PERUSSI, 2001; TOMINAGA et al., 2004).

1.1 TERAPIA FOTODINAMICA — TFD

Como ja mencionado, a TFD é uma técnica que se baseia na administracao
de um FS e sua posterior ativacdo com luz visivel, na presenc¢a de oxigénio.

Na primeira etapa do processo, o FS é administrado ao paciente, por via
topica, sistémica ou oral. Depois de um tempo, que pode variar de minutos a dias, 0
local é irradiado com luz visivel ou proximo ao infravermelho. A absorcéo de luz pelo
FS, na presenca de oxigénio encontrado nas células, desencadeia reacodes
fotoquimicas gerando Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). A producdo de EROs
provoca uma sequéncia de eventos oxidativos resultando na morte da célula doente
por necrose e/ou apoptose, ou também por danos a vascularidade da célula,
resultando na sua morte indireta (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; PERUSSI,
2007; RIBEIRO; SILVA; JORGE, 2004; WILSON; PATTERSON, 2008).

A TFD é considerada como um tratamento de dupla seletividade, que é
conseguida por um maior acumulo do FS em células de proliferacdo rapida e pelo
fato de que a iluminacdo é direcionada ao tecido afetado (CALZAVARA-PINTON;
VENTURINI, 2006; DOUGHERTY et al., 1998; NOWIS et al., 2005).

A eficacia da TFD pode ser afetada por varios fatores, dentre eles estdo: a
profundidade de penetracdo de luz no tecido biolégico, o comprimento de onda da
luz de ativac&o, as propriedades do FS e a disponibilidade de oxigénio (KOLAROVA
et al., 2003; MACHADO, 2000). A profundidade de penetracdo de luz no tecido
depende de processos como, reflexdo, refracdo, espalhamento e absorcdo. Dessa
forma, a ativacdo do FS pela luz dependera das caracteristicas do tecido, da sua
espessura e também do comprimento de onda da luz empregada (NOWIS et al.,
2005; PLAETZER et al., 2009).

Cromoforos existentes nos tecidos podem absorver a radiacéo, interferindo
na ativacdo do FS pela luz, uma vez que competem pelos fotons incidentes. Assim,
0 espectro de absorcdo desses cromoforos define a janela optica da TFD. Os
principais croméforos no tecido sdo a agua, a hemoglobina, a melanina e os

citocromos, que possuem maximo de absor¢cdo abaixo de 600 nm, como
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apresentado na Figura 1.1, o que limita o intervalo terapéutico a esse valor minimo.
O emprego de luz com comprimento de onda acima de 850 nm leva a absor¢édo da
energia pelas moléculas de agua, sem excitacdo eletrbnica, ocasionando apenas
aquecimento do tecido. Além disso, luz acima desse comprimento de onda nao
possui energia suficiente para levar a uma reacao fotoquimica (AGOSTINIS et al.,
2011; CALZAVARA-PINTON; VENTURINI, 2006; NOWIS et al., 2005; PLAETZER et
al., 2009; WILSON; PATTERSON, 2008). Dessa forma, na regido do visivel, quanto
maior o comprimento de onda, maior o grau de penetracdo da luz no tecido, como

mostra a Figura 1.2.
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Figura 1.1 - Absorcéo de luz por croméforos presentes no tecido, onde (- - - -) agua, (--'-'-")

hemoglobina - H,O, (—) Oxiemoglobina - O, e (----- ) melanina (PLAETZER et al., 2009).

Para a aplicacdo clinica de tumores ou lesdes internas, a TFD utiliza,
geralmente, luz com comprimentos de onda caracteristicos da regido espectral do
vermelho e infravermelho préximo (600-850 nm), uma vez que nessa regido 0s
tecidos sdo relativamente transparentes a radiacdo, ou seja, nessa regido 0s
cromoforos possuem menor absortividade molar, permitindo que a luz excite o FS
(STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998). Essa faixa de comprimento de onda
€ conhecida como “janela terapéutica”, e a profundidade de penetragdo da luz é
aproximadamente 10 mm (AGOSTINIS et al., 2011; KALKA; MERK; MUKHTA-R,
2000; NOWIS et al., 2005). Porém, o tratamento de lesdes superficiais pode ser
realizado utilizando-se radiagdo de comprimento de onda menor (SAKAMOTO;
TOREZAN; ANDERSON, 2010).
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Membrana

Figura 1.2 - Representacdo esquematica da dependéncia do grau de penetracdo de luz em um tecido
em fung&o do comprimento de onda (STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998).

A TFD possui aplicacdo clinica em varias areas da saude, utilizando-se
diferentes classes de FS e fontes de luz, podendo ser empregada em combinacéo
com outras técnicas convencionais. Aléem da aplicacdo na oncologia, a TFD é
empregada no campo da oftalmologia (degeneracdo macular da retina),
dermatologia (psoriase, acne) e odontologia (periodontite) (AGOSTINIS et al., 2011;
KALKA; MERK; MUKHTAR, 2000; STRONG; HAO, 2010; TAO et al.,, 2009;
WILSON; PATTERSON, 2008).

Atualmente, devido ao aumento de resisténcia bacteriana a antibidticos, a
TFD vem sendo bastante estudada in vitro para inativacdo microbiana (PACT),
podendo ser, por exemplo, aplicada para o tratamento de infec¢des localizadas e
também para desinfeccdo de agua e do sangue (PERUSSI, 2007; RYSKOVA;
BUCHTA; SLEZAK, 2010; SOBSEY; GOLD; CASTEEL, 2002).

Para ampliar o uso da TFD é necessario a otimizacdo de protocolos, tais
como o intervalo entre a administracdo do FS e a exposi¢do de luz, o tempo
adequado de iluminacdo e conveniente fonte de luz. O alto custo da TFD em
aplicacdes clinicas também € outro fator que diminui as perspectivas de seu uso
como modalidade de tratamento para diversas patologias. Esse alto custo se deve
nao apenas ao preco dos equipamentos para o procedimento de irradiagdo, mas
também dos FS empregados. Sendo assim, torna-se importante a pesquisa de

novos sistemas de luz/FS, de baixo custo, para aplicagdo em TFD.
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1.1 ASPECTOS HISTORICOS DA TFD

O uso terapéutico da luz € conhecido hd mais de 4000 anos pelas
civilizagbes antigas, como as do Egito, india e China. Eles utilizavam a acg&o
fotodindmica pela ingestdo oral de plantas com posterior exposicao a luz solar para
tratamento de patologias, como, por exemplo, o vitiligo, que é uma doenca de pele,
caracterizada por maculas acrbmicas, de causa desconhecida (DOLMANS;
FUKUMURA; JAIN, 2003; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002; STERNBERG;
DOLPHIN; BRUCKNER, 1998). O psoraleno (Figura 1.3) é o principio ativo destas
plantas e € empregado atualmente para o tratamento de psoriase, outra alteracao
idiopatica que acomete a pele (JOSEFSEN; BOYLE, 2008).

=4 X
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Figura 1.3 - Estrutura do psoraleno.

Segundo mencionado por Macdonald e outros pesquisadores, em 1900,
Raab verificou que a combinacdo do corante laranja de acridina, cuja estrutura é
apresentada na Figura 1.4, e luz poderiam destruir o organismo vivo Paramecium.
Quando o micro-organismo era exposto apenas a luz solar ou apenas ao corante na
auséncia de luz, nenhum efeito era observado. Contudo, se 0 micro-organismo fosse
exposto ao corante e a luz simultaneamente, um efeito letal ocorria, demonstrando a
dependéncia tanto da concentracdo do corante como do tempo de exposicao a luz
(MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; RIBEIRO; SILVA; JORGE, 2004).

0%
T

Figura 1.4 - Estrutura do alaranjado de acridina.
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Conforme relatos encontrados na literatura, em 1903, Tappeiner e Jesionek
realizaram os primeiros experimentos para o tratamento do cancer por meio da TFD,
utilizando aplicagéo tépica do corante eosina (Figura 1.5) e luz branca para tratar um
cancer de pele (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; MACHADO, 2000;
STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998). Segundo Dolmans e colaboradores,
em 1907, Tappeiner e Jodlbauer demonstraram a necessidade de utilizar oxigénio
no processo e introduziram o termo “agdo fotodinamica” (DOLMANS; FUKUMURA;
JAIN, 2003).

ONa
Br Br
\ ‘
0
NaO O

Br Br

Figura 1.5 - Estrutura do corante Eosina Y.

De acordo com alguns autores, Policard examinou a atividade fototoxica de
porfirinas em tumores malignos em 1925. Foi observado que o tecido tumoral
apresentou maior fluorescéncia em relacdo ao tecido sadio, demonstrando o
preferencial acimulo das porfirinas em células anormais. Verificou-se também que
as porfirinas sdo atdéxicas na auséncia de luz, apresentando-se toxicas apenas na
presenca de luz visivel e oxigénio (MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; MACHADO,
2000; STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998).

Bonnett e pesquisadores relataram que, no inicio da década de 50, Schwartz
desenvolveu um composto denominado derivado de hematoporfirina (HpD). Para
preparar esse derivado, a hematoporfirina bruta (Figura 1.6) foi tratada com acido
acético e acido sulfurico, filtrada e entdo neutralizada com acetato de sodio. O
precipitado foi dissolvido em solugéo salina para, entédo, produzir HpD. Por meio da
fluorescéncia do HpD, Lipson, sob orientacdo de Schwartz, observou o acumulo de
HpD em células tumorais de ratos e camundongos (BONNETT, 1995; DOLMANS;
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FUKUMURA; JAIN, 2003; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; STERNBERG,;
DOLPHIN; BRUCKNER, 1998). Segundo relatos, no fim da década de 60, Lipson
empregou HpD e irradiacdo seletiva de luz visivel para tratar um cancer de mama,
obtendo sucesso (MACHADO, 2000; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002;
STERNBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998).

HO

HO,C COzH

Figura 1.6 - Estrutura da hematoporfirina.

Segundo mencionado por Macdonald e Dougherty, em 1976, Weishaupt e
colaboradores verificaram que 0 oxigénio singlete era o agente citotoxico
responsavel pelo efeito fotodindmico observado nas células tumorais. Porfirinas
foram entédo analisadas como FS devido a sua eficiente geracdo de oxigénio singlete
e devido a sua absorcdo maxima na regido vermelha do espectro eletromagnético
(MACDONALD; DOUGHERTY, 2001).

Conforme relatos obtidos na literatura, Dougherty passou varios anos
isolando e identificando fracbes ativas de HpD, que era conhecido até entdo por
suas propriedades de retencdo em tecidos tumorais, alto rendimento quéantico de
oxigénio singlete e por possuir maximo de absor¢cdo no comprimento de onda da luz
vermelha. Assim, no fim de 1980, desenvolveu uma versdo purificada deste,
denominado Photofrin 1I®. Em 1993, a empresa QLT (Canada) purificou e otimizou a
preparacéo feita por Dougherty, e chegou ao medicamento Photofrin® (Figura 1.7),
gue foi o primeiro agente fototerapéutico a ser autorizado por 6rgaos

governamentais dos Estados Unidos, Canada, Alemanha, Franca, Holanda e Japéo,
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para uso em TFD (JOSEFSEN; BOYLE, 2008; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001,
SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).

HO,C COzH

HO2C COH

OH
OH

Figura 1.7 - Estrutura do agente terapéutico Photofrin® na forma de éter.

O Photofrin® continua sendo o FS mais frequentemente utilizado para TFD
do cancer, porém ele ndo é o agente terapéutico mais indicado. O Photofrin®
consiste de mais de 60 compostos, sendo uma mistura de monémeros, dimeros e
oligbmeros, o que torna dificil a escolha da luz administrada, além de ser dificil de
ser sintetizado. Ele possui absortividade molar relativamente baixa em 630 nm (1170
L cm™* mol™), sendo necesséria a administracéo de altas doses (2 a 5 mg kg™). Além
disso, o photofrin® ndo é seletivo ao tecido tumoral e fica retido em tecidos normais
por longos periodos, induzindo a uma prolongada sensibilidade aos pacientes, que
devem evitar a luz por 4 a 6 semanas (MACHADO, 2000; NOWIS et al., 2005;
O’'CONNOR; GALLAGHER; BYRNE, 2009).

Derivados de hematoporfiina e o Photofrin® sdo considerados FS de
primeira geracdo. A busca de FS com propriedades melhores em relagcdo ao
Photofrin® estimulou a pesquisa, levando ao desenvolvimento da segunda geracéo
de FS. Esses sao quimicamente puros, possuem maior absortividade molar proximo
ou acima de 650 nm e induzem pouca ou nenhuma sensibilidade (MACHADO, 2000;
NOWIS et al., 2005).

Varios FS de segunda geragcdo foram desenvolvidos, um exemplo é o
Levulan® Kerastick. O principio ativo deste medicamento & obtido a partir do acido d-
aminolevulinico (ALA = &cido 5-amino-4-oxopentandico). Esse acido € o precursor

metabdlico da protoporfirina IX (PplX), na rota biossintética do heme, que é o agente
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fotodinamicamente ativo, a biossintese da PplX esta apresentada na Figura 1.8
(BERG et al., 2005; BROWN; BROWN; WALKER, 2004; JOSEFSEN; BOYLE,
2008).
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Intermediarios
Protoporfirinogénio
Oxidase
HO,C

COH

Protoporfirina IX

Figura 1.8 - Biossintese da PpIX (JOSEFSEN; BOYLE, 2008).

O ALA (pré-droga), que € o material de partida para as porfirinas in vivo, é
aprovado para o tratamento de doencas de pele, sendo utilizado atualmente na TFD
dermatolégica. Assim, o ALA é geralmente aplicado topicamente utilizando luz de
comprimento de onda proximo ao azul (400-500 nm) (AGOSTINIS et al., 2011;
KHARKWAL et al.,, 2011; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002; WILSON;
PATTERSON, 2008). Uma vantagem da aplicacdo topica em relacdo a injetavel, é
gue no caso da primeira o FS é mais facilmente eliminado.

Devido a baixa solubilidade de muitos FS em meio aquoso, principalmente
em soro fisioldégico, tem-se pesquisado sistemas de transporte que permitem a

entrega desses FS ao tecido doente. Essa estratégia de entrega inclui a
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investigacdo de FS ligados diretamente a moléculas biologicamente ativas, tais
como anticorpos e lipossomos. Esses FS sdo denominados de terceira geragao
(JOSEFSEN; BOYLE, 2008; NYMAN; HYNNINEN, 2004; O’'CONNOR;
GALLAGHER; BYRNE, 2009).

1.3 PROCESSOS FOTOQUIMICOS DA TFD

A primeira etapa no processo da TFD é a absor¢cdo de um féton de luz pelo
FS no estado fundamental (Sp) e sua promocao para um estado excitado (S;). O FS
no estado excitado pode retornar ao estado fundamental emitindo luz na forma de
fluorescéncia ou fosforescéncia, ou por meio de processos nao radiativos.
Alternativamente, ele pode passar para um estado triplete excitado (T1), conforme
apresentado na Figura 1.9.

A transicdo S;—T; ou T;—Sy envolve uma mudanca de spin eletrénico e &
um evento significativamente menos provavel que transicdes S1—Sp. Assim, 0
tempo de vida médio do estado T, pode variar de 10™ a varios segundos, enquanto
o tempo de vida médio de um estado S; é de aproximadamente 10® s (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002). Dessa forma, o FS no estado T; pode interagir
fotoquimicamente com moléculas de oxigénio, localizadas proximas a regido
irradiada, gerando EROs que oxidam biomoléculas e danificam o tecido irradiado
(RIBEIRO et al., 2007). O mecanismo de producdo de EROs pode ser do Tipo I, do

Tipo Il ou ambos.
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Figura 1.9 - Reac®es (Tipo | e Il) de geracao de EROs pela combinagéo de luz, fotossensibilizador
(FS) e oxigénio no estado fundamental O, ().

Reacdes Tipo I: o FS no estado excitado S; ou T; age diretamente com
substratos biologicos para formar ions radicais, que transferem elétrons para o
oxigénio no estado fundamental, produzindo radicais livres, que sdo extremamente
reativos, como radicais superéxido (*O2), hidroxila (*OH) e peréxido de hidrogénio
(H20,), capazes de oxidar uma variedade de biomoléculas. Esses processos estao

esquematizados abaixo:

0, (*Zy)+ e — 05 (equacdo 1)
‘O, + H,O —» HO, + 'OH (equacéo 2)
2 HO;" — H0,+ 02 (°%y) (equacdo 3)

Reacdes Tipo Il: o FS no estado excitado T, transfere energia para o
oxigénio no estado fundamental triplete, O, (329'), o0 qual ser4 promovido a um
estado singlete, 'O, (1Ag), um agente altamente citotoxico para o sistema biologico
(CALZAVARA-PINTON; VENTURINI, 2007; MACHADO, 2000).
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As reacdes de transferéncia de energia sdo mais rapidas do que as reacoes
de transferéncia de elétrons, assim o mecanismo Tipo Il é geralmente favorecido nas
reacoes de foto-oxidacdo. O FS no estado T, pode interagir fotoquimicamente com
moléculas de oxigénio, localizadas proximas & regido irradiada, gerando 'O, (*Ay),
gue danifica o tecido irradiado (MACHADO, 2000; RIBEIRO et al., 2007). Os EROs
oxidam biomoléculas, como proteinas e lipidios. A reatividade dos EROs com
moléculas organicas ndo € especifica, assim qualquer macromolécula dentro da
célula pode ser alvo para TFD. Portanto, essa multiplicidade de alvos torna dificil o
desenvolvimento de resisténcia celular (BONNETT, 1995; PERUSSI, 2007).

1.4 OXIGENIO SINGLETE

Segundo a teoria do orbital molecular, a configuracdo eletrénica do oxigénio
molecular no estado fundamental, O, (329'), possui dois elétrons paralelos ocupando
dois orbitais T degenerados, caracterizando um estado triplete. Uma forma mais
reativa do oxigénio é o oxigénio no estado singlete, 'O, (*A,), que pode ser gerado
por um acréscimo de energia. A reatividade extrema do estado 'O, (*A,), decorre do
emparelhamento de dois elétrons, com spins opostos, em um orbital 1. Sendo
assim, o0 oxigénio singlete é muito mais oxidante que o oxigénio molecular
(MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; RONSEIN et al., 2006). A Figura 1.10 mostra

a distribuicéo eletronica do oxigénio triplete e do oxigénio singlete.
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Figura 1.10 - Diagrama de orbital molecular mostrando a distribuicdo eletronica do oxigénio triplete,
0, (°%y), e do oxigénio singlete, 'O, (‘Ag) (MACDONALD; DOUGHERTY, 2001)



32

Existem dois estados singlete do oxigénio, como pode ser observado na
Tabela 1.1. O primeiro estado excitado, 1Ag, tem dois elétrons com spins opostos no
mesmo orbital, possui uma energia de 22,5 kcal mol™ acima do estado fundamental,
e tempo de meia vida de aproximadamente 10° s em solvente aquoso. O segundo
estado excitado, 1Zg+ tem um elétron em cada orbital T degenerado, com spins
opostos, e possui uma energia de 37,5 kcal mol™ acima do estado fundamental, e
tempo de vida em solvente aquoso de 10™'s. A relevancia do 'Z " para processos
fotodinamicos se deve ao fato dele ser um precursor do Ay, uma vez que decai
rapidamente para o estado 'A; Assim, em geral, o estado 'A; é decisivo no
processo de TFD (LANG; MOSINGER; WAGNEROVA, 2004; RONSEIN et al.,
2006).

Tabela 1.1 - Distribuicdo eletrénica dos orbitais moleculares (11*3) do oxigénio no estado excitado
singlete, ‘0, (*Z," ou 'Ay) e estado fundamental triplete O, (°Z,) (RONSEIN et al., 2006).

Estado Orbital T * (kfgfﬁ? (i)?_l) T\e/irggczsc;e
10, (54" t1 R 37,5 101
10, (*Ay) ML 22,5 10°
02 (5y) t1 1 - e

A geracdo de oxigénio singlete é determinante para o uso da TFD, uma vez
gue o principal mecanismo de acao desta terapia (mecanismo Tipo Il) € responsavel
pela geracdo desse composto. As reacdes Tipo Il sdo caracterizadas por uma
dependéncia na concentracdo de oxigénio molecular (MACDONALD; DOUGHERTY,
2001; RIBEIRO et al., 2007).

Diferentes métodos Opticos podem ser utilizados para monitorar a presenca
de oxigénio singlete no sistema de estudo. Na regido do infravermelho préoximo
(1270 nm) ocorre uma transicdo monomolecular do 'O, (1Ag) (Equacédo 4). A
luminescéncia dessa transicdo pode ser medida diretamente em solventes, em
células eucaridticas e também em pele humana (MAISCH et al., 2007; RONSEIN et
al., 2006; SNYDER et al., 2006).

'0, (*Ay) — 02(°%y) +hv (A= 1270 nm) (equacio 4)
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0 o, (1Ag) € gerado in situ e reage rapidamente com o0s substratos
celulares, assim o dano oxidativo € altamente localizado em regifes com diametro
préoximo a espessura de uma membrana celular. O tempo de vida do 'O, (1Ag) em
sistemas biolégicos pode ser comparado com a pequena distancia de difusdo deste,
podendo ser utilizado para estimar o local de dano e, consequentemente, a
localizacdo do FS (DOUGHERTY et al., 1998; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001,
SNYDER et al., 2006).

Maisch e colaboradores estudaram o0s processos oxidativos que ocorrem
durante a morte de bactérias por meio da geracdo e decaimento do oxigénio
singlete, que foi detectado diretamente por sua luminescéncia em 1270 nm. Eles
verificaram que, quando a bactéria Staphylococcus aureus foi incubada com
Photofrin®, o tempo de decaimento de luminescéncia do oxigénio singlete foi de
aproximadamente 6 us. Esse valor situou-se entre o tempo de decaimento em agua
(3,5 us) e em fosfolipideos de membrana de células (14 ps). Eles concluiram que o
oxigénio singlete foi gerado préximo, ou dentro da membrana plasmatica da
bactéria, local que poderia, entdo, ser a localizacdo do Photofrin®. A distancia de
difusdo do oxigénio singlete em membrana celulares € de 0,3 um. Sendo assim, o
oxigénio singlete gerado, poderia levar a foto-oxidacdo da bactéria, uma vez que a
membrana de S. aureus tem aproximadamente 0,2 um de espessura (MAISCH et
al., 2007).

O oxigénio singlete pode interagir com moléculas de duas maneiras: a)
extingao fisica de "0, (*Ay) por um supressor que se torna eletronicamente excitado.
Assim o oxigénio singlete transfere sua energia de excitacdo para uma molécula e
retorna ao estado fundamental; b) oxidacdo de uma molécula (reacao quimica).

A maioria das interacdes do 'O, (1Ag) com biomoléculas ocorre por meio de
reacdes quimicas e nao por supressao fisica. O oxigénio singlete € um poderoso
agente oxidante e pode reagir com muitas biomoléculas, como pode ser observado
na Figura 1.11. Ele reage com lipidios insaturados (incluindo o colesterol), acidos
nucleicos (principalmente derivados de guanina e guanosina) e proteinas. As
proteinas estdo presentes em altas concentracdes em sistemas biologicos e as
cadeias laterais de seus aminoacidos possuem elevada constante de desativacédo
total do 'O, (1Ag) guando comparadas com outras biomoléculas. O triptofano é o
aminoacido mais reativo, porém histidina e metionina também reagem. Essas

interagbes causam danos e potencial destruicdo para membranas celulares e
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desativacdo enzimatica, levando a morte celular (BONNETT, 1995; JOSEFSEN;
BOYLE, 2008; RONSEIN et al., 2006).
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Figura 1.11 - Fontes, reagdes e alvos do ‘O, (*A;) (RONSEIN et al., 2006).

Um FS deve ser estavel frente & oxidagéo por 'O, (*Ag) ou outras espécies
reativas de oxigénio gerado in situ (LANG; MOSINGER; WAGNEROVA, 2004;
RONSEIN et al., 2006).

A quantidade de 'O, (lAg) produzido depende de fatores como, interacdo do
FS com constituintes celulares, agregacdo do FS, fotodegradacdo do FS, pH do
meio e presenca de oxigénio. Para um alto rendimento quantico de oxigénio singlete
(®a) 0 FS deve apresentar alta absortividade molar na regido espectral de excitacao
da fonte de luz; energia apropriada do estado triplete (E1 = 95 kJ mol™), suficiente
para formacéo de 'O, (1Ag); alto rendimento quantico de estado triplete ®+ (P> 0,4);
longo tempo de vida do estado triplete (zv+ > 1 ps) e alta fotoestabilidade
(CALZAVARA-PINTON; VENTURINI, 2007; DEROSA; CRUTCHLEY, 2002; LANG;
MOSINGER; WAGNEROVA, 2004).
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1.5 FONTE DE LUZ NA TFD

A melhor fonte de radiacdo em TFD € aquela que por um baixo custo
fornegca a maior quantidade de luz possivel no maximo de absorcéo do FS, sem
efeitos térmicos significativos (MACHADO, 2000).

A faixa de comprimento de onda da luz mais comumente utilizada para
aplicacdo da TFD corresponde a faixa do vermelho e infravermelho-proximo (600-
850 nm). Para ocorrer o efeito fotodindmico é necessario que a luz seja absorvida
pelo FS. Isso é possivel quando o comprimento de onda da luz emitida corresponde
ao comprimento de onda de absor¢éo do FS.

Atualmente, uma grande variedade de aparelhos podem ser utilizados no
procedimento de irradiagao durante a TFD, os quais utilizam diferentes fontes de luz,
como lampadas e laser, por exemplo, sendo o laser a mais utilizada. O termo laser é
um acronimo para light amplification by stimulated emission of radiation
(amplificacdo de luz por emissédo estimulada da radiacdo). O laser possui certas
caracteristicas que o distingue das outras fontes de luz: sdo coerentes e preservam
a colimacéo durante a propagacdo; sdo monocromaticos, assim permitem irradiacao
no comprimento de onda exato em que o FS possui absor¢cédo. Além disso, o laser
pode ser facilmente acoplado a fibras Opticas, permitindo a entrega da luz ao tecido-
alvo em les@es internas. Porém, o laser possui um alto custo, o que se torna um
inconveniente para aplicacdo como fonte de luz em TFD (BAGNATO et al., 2006;
MANG, 2004; MARTINS et al., 2007; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; NYMAN;
HYNNINEM, 2004).

Recentemente, varias fontes de luz alternativas tém sido pesquisadas, uma
delas é o LED (light-emitting diode), dispositivo que possui um diodo semicondutor
gue emite luz quando conectado a um circuito elétrico. Esses dispositivos possuem
uma alta emissdo em uma estreita largura de banda (de 20 a 50 nm) e sao
fabricados em varios comprimentos de onda, que abrange quase todo espectro
visivel. O preco elevado do laser estimulou a utilizacdo de fontes baseadas em
dispositivos LED, que sédo de baixo custo, de resposta confiavel, portateis e de facil
manuseio. Os LEDs ndo apresentam coeréncia, nem colimag¢do, porém possuem
vérias vantagens econdémicas, podendo ser utilizado para investigacdo de novos
compostos para TFD (BAGNATO et al., 2006; CALZAVARA-PINTON; VENTURINI,
2006; MANG, 2004; MARTINS et al., 2007; PELOI, et al., 2008).
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Os LEDs, em geral, possuem dimensdes bem pequenas (0,5 a 1 cm de
didametro), porém podem ser acoplados em série, aumentando sua superficie de
contato, permitindo o tratamento de lesbes de grandes dimensoes.

1.6 PORFIRINAS E METALOPORFIRINAS

Porfirinas sdo compostos intensamente coloridos, vermelhas ou purpuras, de
origem natural ou sintética, apresentam um macrociclo aromatico de vinte atomos de
carbono e quatro &tomos de nitrogénio (Figura 1.12 a). O macrociclo é composto por
quatro anéis pirrélicos (I, Il, 1l e IV) conectados entre si por grupos metino
(MILGROM, 1997).

O macrociclo porfirinico é essencialmente planar. Seu centro é um ligante
tetradentado, com diametro maximo de 0,37 nm, podendo coordenar-se a um ion
metalico, o que pode levar a uma distorcdo na planaridade do anel porfirinico. O
tamanho do cation metalico influencia na distorcdo e consequentemente na
estabilidade da porfirina. O macrociclo pode se complexar com uma grande
variedade de ions metalicos e, quando isso ocorre, as porfirinas passam a ser
denominadas metaloporfirinas, cuja estrutura esta representada na Figura 1.12 b
(BIESAGA; PYRZYNSKA; TROJANOWICZ, 2000; MILGROM, 1997).

(a) (b)

Figura 1.12 - Estruturas bésicas das (a) porfirinas e (b) metaloporfirinas, M = ion metalico.

Metaloporfirinas de ocorréncia natural desempenham importante papel na
atividade biol6gica de organismos vivos. Por exemplo, as metaloporfirinas de ferro
no grupo heme sdo responsaveis pelo transporte e armazenamento de oxigénio

(hemoglobina e mioglobina, respectivamente). Além disso, sistemas macrociclos
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similares as porfirinas também desempenham papel fundamental nos sistemas
biolégicos, como, por exemplo, os macrociclos de magnésio (clorina) da clorofila,
responsaveis pela fotossintese, e os macrociclos de cobalto (corrina) na vitamina
B12, que exerce diferentes fungdes no organismo humano, sendo necessaria em
pequenas quantidades (BERG et al., 2005; BIESAGA; PYRZYNSKA;
TROJANOWICZ, 2000; LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

1.6.1 Nomenclatura

No sistema de nomenclatura da IUPAC o macrociclo apresentado na Figura
1.13, é denominado porfirina e a nomenclatura desses compostos esta baseada nas

posi¢cdes dos grupos substituintes no macrociclo porfirinico.

17 3

15 S

13 7
12 10 8

Figura 1.13 - Sistema de numerac¢do do macrociclo, segundo a IUPAC.

Os carbonos nas posi¢des 5, 10, 15 e 20 sdo denominados carbonos em
posicbes meso. Os carbonos das posi¢cées 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 e 18 sao
denominados carbonos B-pirrélicos. O prefixo “tetrakis” é utilizado para porfirinas
com quatro substituintes iguais nas posi¢cdes meso do anel. Se esses grupos forem
anéis aromaticos eles podem possuir substituintes nas posi¢cdes orto, meta e para
(DOLPHIN; TRAYLOR; XIE, 1997; MILGROM, 1997).

As clorinas e as bacterioclorinas sdo importantes derivados porfirinicos. As
diferencas estruturais entre as porfirinas, clorinas e bacterioclorinas se devem ao
grau de insaturacdo dos anéis, a composi¢do dos grupos laterais ligadas aos anéis

pirrélicos e das posi¢des desses grupos no macrociclo, como pode ser observado na
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Figura 1.14. As porfirinas apresentam 22 elétrons 11, nas clorinas um dos anéis
pirrolicos é reduzido, possuindo 20 elétrons 1, enquanto as bacterioclorinas
apresentam dois anéis reduzidos e 18 elétrons m (MACDONALD; DOUGHERTY,
2001; STERNBERG; DOLPHI; BRUCKNER, 1998).

(a) (b) (c)

Figura 1.14 - Estrutura do macrociclo porfirinico (a), da clorina (b) e da bacterioclorina (c).

1.6.2 Classificacao

A protoporfirina IX € um derivado porfirinico que ocorre naturalmente
associada a ions de ferro (Il e Ill), denominada heme. Heme € o grupo prostético
para varias proteinas, como por exemplo, os citocromos, que participam de reacdes
de transferéncia de elétrons. Metaloporfirinas sintéticas sdo capazes de mimetizar as
reacdes de oxidacdo que acontecem em sistemas vivos mediadas por enzimas do
citocromo P-450 e podem ser utilizadas como catalisadores para processos de
oxidagdo (DOLPHIN; TRAYLOR; XIE, 1997; LEHNINGER; NELSON; COX, 2000;
MONTANARI, 1994). Assim, os derivados porfirinicos sintéticos foram classificados
de acordo com sua atividade catalitica, sendo divididos em porfirinas de primeira,
segunda ou de terceira geracao.

As porfirinas de primeira geracdo (Figura 1.15 a) possuem substituintes
fenila nas posi¢cdes meso do anel (5, 10, 15 e 20). Essas porfirinas apresentam baixa
atividade catalitica em reacGes de oxidacdo. Isso ocorre pois 0os grupos fenilicos
promovem fraca ativacdo do anel porfirinico, devido a auséncia de grupos
retiradores de elétrons. Esta baixa ativacao eletronica ndo promove eficientemente a
geracao e estabilizacdo da espécie catalitica ativa. Outro fator relacionado a baixa

eficiéncia catalitica € a auséncia de grupos volumosos, que causam impedimento
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estérico e evitam a formacdo de agregados e dimeros. Além disso, em porfirinas de
primeira geracdo a degradacéo oxidativa do anel porfirinico ocorre rapidamente visto
gue a auséncia de grupos protetores (retiradores eletronicos e volumosos) fornece o
contato de espécies porfirinicas em solugdo (DOLPHIN; TRAYLOR; XIE, 1997).

Quando os grupos fenilicos das posi¢cdes meso do anel porfirinico possuem
halogénios como substituintes (ou outros substituintes retiradores de elétrons), as
porfirinas sdo classificadas como sendo de segunda geracdo (Figura 1.15 b). A
presenca desses substituintes confere a essas porfirinas melhor atividade catalitica,
uma vez que atuam como retiradores de densidade eletrénica do anel macrociclo.
Além disso, porfirinas de segunda geracdo podem conter grupos volumosos nas
posicdes meso, que podem diminuir a degradacéo da porfirina, impedindo o contato
entre espécies em solucdo e a formacédo de dimeros (DOLPHIN; TRAYLOR; XIE,
1997).

Porfirinas de terceira geracdo correspondem a porfirinas que possuem
halogénios ou grupos volumosos nas posi¢des B-pirrolicas (2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 e
18) do anel porfirinico (Figura 1.15 c). A presenca desses grupos pode facilitar a
formacdo e a ativacdo da espécie catalitica ativa; confere a essas porfirinas maior
protecdo a destruicdo oxidativa e impede a formacdo de espécies diméricas
(DOLPHIN; TRAYLOR; XIE, 1997; MONTANARI, 1994).

Figura 1.15 - Exemplos de porfirinas classificadas como (a) primeira geracéo, (b) segunda geracéo e
(c) terceira geracao.
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1.6.3 Caracteristicas espectroscopicas de porfirinas e metaloporfirinas na regido do
UV-Vis

A espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis) utiliza luz na faixa do visivel
e ultravioleta proximo (200 a 700 nm). A absor¢do de luz nessa regido depende da
estrutura eletrénica da molécula e provoca transicées dos elétrons de valéncia do
estado fundamental para os estados excitados. Os orbitais no estado fundamental
excitado caracterizam o tipo de transi¢ao eletronica observada (Figura 1.16).

As transic6es de menor energia resultam da promocao do elétron do orbital
n ou 1T para o orbital 1T*, denominadas transi¢des n—1* ou T—1T*, respectivamente.
Assim, a maioria das aplicacbes da espectroscopia de absor¢cdo a compostos
organicos € baseada nessas transicfes, uma vez que as energias necessarias para
esses processos situam-se em uma regido espectral de 200 a 700 nm. Ambas as
transicOes requerem a presenca de um grupo funcional insaturado para fornecer os
orbitais 1. As transi¢cdes T—T1* possuem valores de absortividade molar elevados,
entre 10* a 10° L mol™ cm™, visto serem amplamente favorecidas pelas regras de
selecdo definidas para esta espectroscopia (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

o a* (anti-ligante
A [ 4 [ dants)
* fanti-ligante
@ — i. T {ant-igant=)
=
e N (nao-ligante)
L N—wT1T" N—w 0" J
T (ligante)
=TT T-»0"
| O (ligarte)

O=TT" 0-w0"

Figura 1.16 - Tipos de transi¢des eletronicas.

A caracterizacdo de porfirinas geralmente é feita por meio da técnica de
espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis, uma vez que esses compostos possuem
absorcao nessa faixa de comprimento de onda.

As porfirinas possuem um sistema eletrénico altamente conjugado, com 22

elétrons 11, apresentando caracteristicas espectrais com uma transigao m— 1" por
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volta de 400 nm, denominada banda Soret, a qual possui uma absortividade molar
da ordem de 10° L mol™ cm™, e quatro bandas na regi&o do visivel, entre 500 e 700
nm, denominadas bandas Q, que apresentam absortividade molar da ordem de 10°L
mol™ cm™.

As porfirinas possuem simetria D, e orbital de maior energia ocupado
(HOMO) com simetria ai, e by, sendo a energia do orbital by, superior ao do aj,. O
orbital molecular ndo ocupado de menor energia (LUMO) tem simetrias bag € bsg, €m
que o orbital b,y € 0 de menor energia (Figura 1.17). Geralmente, quando a porfirina
€ metalada, sua simetria passa de Dy, para D4n. Assim, o orbital molecular ocupado
de maior energia tem simetrias a, € ai,, sendo a energia do orbital a,, superior, € 0
orbital molecular ndo ocupado de menor energia é duplamente degenerado e possui
simetria eg (GOUTERMAN, 1961).

% 71
°b
r Wk - - 3
LUMO . g
€9 - =/
Q(0,0) ', 417 0 bz
Qx(0,0) Qy(0,0) 4
Soret
Q(1,0)
\ /
- 7 Qx(1,0) Qy(1,0)
a \\._//;
- . HOMO b1u
A1u - ' A1u
D4h Dzh

Figura 1.17 - Niveis de energia para as transi¢oes eletrénicas proposto por Gouterman
(GOUTERMAN, 1961).

A banda Soret é atribuida a transi¢cao do orbital molecular HOMO ay, para o
orbital desocupado LUMO eq. As bandas Q para os compostos com simetria Dan S&0
atribuidas as transi¢fes do orbital ay, para os niveis vibracionais 0 e 1 do orbital
excitado eg, resultando em duas bandas Q: Q (1,0) e Q (0,0). Para as bandas Q de
porfirinas com simetria D, devido a perda de simetria do anel, ocorre o

desdobramento da transicdo a,—e4, formando as transigoes bi,—byy referente ao



42

eixo x e bi,—bsgy referente ao eixo y, resultando em quatro bandas Q, representadas
em ordem decrescente de energia: Qy (1,0); Qy (0,0); Qx (1,0); Qx (0,0)
(GOUTERMAN, 1961).

Sendo assim, o espectro de absorcdo eletrénico das porfirinas base livre
muda quando a molécula é coordenada com um ion metalico, uma vez que, com a
metalacdo, h& alteracdo da simetria. A Figura 1.18 apresenta o perfil espectral da
porfirina [H2(TMPyP)]* e da metaloporfirina [Mn(TMPyP)]>*, com seus respectivos
espectros de absorcdo. A porfirina base livre possui quatro bandas Q. Apés a
metalacdo com fons de Mn*" observa-se o deslocamento da banda Soret para maior
comprimento de onda, de 422 para 462 nm. Além disso, observa-se trés bandas Q,

em 503 nm, 559 nm e 680 nm, caracterizando o processo de metalacao.
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Figura 1.18 - Espectros de absor¢édo no UV-Vis de [Ho(TMPYP)]** (------ ) e da [Mn(TMPyYP)]** (—)
em agua, (a) banda Soret, (b) bandas Q.

1.6.4 Porfirinas como FS em TFD

Um FS ideal para aplicacdo em TFD deve apresentar caracteristicas
especificas. As principais caracteristicas de um FS ideal estdo demonstradas na

Tabela 1.2, apresentada a seguir.
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Tabela 1.2 - Caracteristica de um FS ideal (O'CONNOR; GALLAGHER; BYRNE, 2009).

Pureza Deve ser uma substancia de composicdo
conhecida e estavel a temperatura ambiente

Estabilidade Estavel quanto a formacéo de agregados e a
fotodegradagéo
Toxicidade Toxicidade minima na auséncia de luz e

toxicidade apenas em presenca de luz em
determinados comprimentos de onda. N&o
deve produzir metabdlicos toxicos

Formulacdo/farmacocinética O FS deve ter rapida eliminacdo do corpo e
simplicidade na formulacéo

Ativacéo Absor¢cédo de luz em comprimentos de onda
de = 600 a 850 nm para maxima penetragcao
de luz no tecido com minima dispersdo de
luz

Rendimento quantico Alto rendimento quantico de oxigénio singlete
(P,) nas reacdes do Tipo Il e outros EROs

Custo e disponibilidade Baixo custo e comercialmente disponivel a
fim de promover a utilizacdo extensiva do
tratamento

Seletividade Acumulacéo favoravel em tecido cancerigeno

Como ja dito, as porfirinas estado entre os FS mais estudados para aplicacao
em TFD, por possuirem propriedades interessantes a técnica. Estudos indicam que
derivados porfirinicos podem ser utilizados com sucesso para diferentes aplicacoes
relacionadas a TFD (DING et al., 2011; QUIROGA; AVAREZ; DURANTINI, 2010;
TITA; PERUSSI, 2001; TOMINAGA et al., 2004).

Ding e colaboradores estudaram a eficiéncia fotodindmica da porfirina meso-
THPP, associada a micelas poliméricas, sobre células cancerigenas em condi¢des
de hipdxia. Os resultados demonstraram que a porfirina foi mais eficiente associada
a micelas quando comparada a sua forma livre. Os autores também concluiram que
as reacdes do Tipo I, como a formacdo de <O,, foram predominantes em
comparacédo com a producéo de 'O, (reacdes do Tipo Il), durante a morte celular
(DING et al., 2011).

Quiroga e outros pesquisadores avaliaram a atividade fotodinamica da
porfirina [H2(TMPyP)] para aplicacdo in vitro sobre células de Candida albicans. Os

autores verificaram que a porfirina foi capaz de se ligar a células deste fungo,
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levando a inativagcdo fotodindmica apés exposi¢cdo de 30 minutos a iluminacdo com
lampada. Concluiu-se que a acao fotodinamica deste composto poderia ser usada
para o tratamento de infec¢des localizadas ou para esterilizacdo de superficies
(QUIROGA; AVAREZ; DURANTINI, 2010).

Como mencionado anteriormente, porfirinas possuem cinco bandas de
absorcdo na faixa do UV-Vis. Elas possuem uma banda de absor¢do maxima na
regido do azul, banda Soret (405 a 415 nm), e quatro bandas Q, situadas na regiao
de 500 a 650 nm. Dessa forma, as porfirinas podem ser ativadas por diferentes
comprimentos de onda do espectro da luz, sendo que cada intervalo de
comprimento de onda possui uma determinada profundidade de penetracdo na pele
humana, como mostra a Figura 1.19 (SAKAMOTO; TOREZAN; ANDERSON, 2010).

Para aplicacdo da TFD utiliza-se, geralmente, fonte de luz de comprimento
de onda proximo ao vermelho, devido a maior penetracdo em tecidos humanos,
como ja mencionado. Porém, a luz azul também possui aplicacdo clinica. Nos
Estados Unidos, Canada e Unido Europeia, o fotossensibilizador ALA é
comercializado como Levulan® Kerastick, e é utilizado para tratamento de queratose
actinica seguida por exposicédo de luz azul (AGOSTINIS et al., 2011; SAKAMOTO;
TOREZAN; ANDERSON, 2010).
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Figura 1.19 - Comprimento de onda das bandas de absorcédo de porfirinas base livre e penetragdo da
luz na pele humana (SAKAMOTO; TOREZAN; ANDERSON, 2010).
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Para facil aplicacdo da TFD, o FS deve ser sollavel em agua ou em soro
fisiologico (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). As porfirinas possuem baixa
solubilidade em &gua, porém essa solubilidade pode ser elevada, inserindo-se

grupos polares no anel macrociclo.

1.7 QUIMIOTERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (PACT)

O rapido aumento de resisténcia bacteriana a antibiéticos levou a continua
necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de combate a estes micro-
organismos (GUILFOILE, 2007). O desenvolvimento da TFD possibilitou uma nova
modalidade de tratamento para a reduc¢ao ou eliminacao de bactérias.

A Quimioterapia Fotodindmica Antimicrobiana (PACT) é uma opcao
terapéutica que utiliza um FS, que se localiza preferencialmente nas células
microbianas, e luz visivel para induzir danos oxidativos, levando a inativacdo de
micro-organismos patogénicos. Essa técnica tem se mostrado eficaz in vitro contra
as bactérias, incluindo as cepas resistentes aos medicamentos (ALBRECHT et al.,
2011; ALVES et al., 2009; BANFI et al., 2006; HAMBLIN; HASAN, 2004; MAISCH,
2007; MANTAREVA et al., 2007; ROLIM et al., 2012).

A inativacdo fotodinamica de bactérias pode produzir mudancas
principalmente na membrana citoplasméatica e no DNA. O dano a membrana
citoplasmatica pode envolver vazamento do contetudo celular ou inativacdo de
sistemas de transporte de membrana e enzimas (CAMINOS; DURANTINI, 2007).

A vantagem dessa terapia é que os FS agem via producéo de radicais livres,
gue podem oxidar diferentes biomoléculas, assim, a multiplicidade de alvos torna
dificil para as células desenvolverem resisténcia. Até o momento ndo houve relatos
de resisténcia microbiana por meio da PACT. Dessa forma, essa pode ser uma
alternativa interessante para o tratamento de infeccdes localizadas (BANFI et al.,
2006; PERUSSI, 2007).

A inativacdo de bactérias depende da natureza do FS, bem como da sua
interacdo com o envelope celular bacteriano. Véarios estudos mostraram que a
eficacia do FS é diferente para bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-

negativas, sendo que as Gram-negativas apresentam-se mais resistentes a PACT.



46

Isso pode ser explicado pelas diferencas estruturais nas paredes das células dessas
bactérias (BANFI et al., 2006; MANTAREVA et al., 2007; SAHU et al., 2009).

A técnica desenvolvida por Gram € o método de coloracdo mais amplamente
utilizado em bacteriologia, e cora de forma distinta as bactérias devido as diferencas
fundamentais na parede celular, diferenciando as bactérias em Gram-positivas,
coradas de purpura e Gram-negativas, coradas de rosa, conforme pode ser
observado na Figura 1.20 (GUILFOILE, 2007).
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Figura 1.20 - (a) Bactérias Gram-positivas; (b) bactérias Gram-negativas

Nas bactérias Gram-positivas 60 a 90% da parede celular é constituida por
peptidoglicano entrelacados com acido teicoico. Nas bactérias Gram-negativas
apenas 10 a 20% de sua parede corresponde a peptidoglicano. Essas bactérias
possuem ainda uma membrana externa constituida por fosfolipideos,
lipopolissacarideos, lipoproteinas e outras proteinas, conforme apresentado na
Figura 1.21 (HAMBLIN; HASAN, 2004; PARIJA, 2006).

Dessa forma, no método de Gram, nas bactérias Gram-positivas, o cristal
violeta, que é o corante primario, associado ao iodo utilizado na técnica, forma um
complexo constituido por uma grande molécula, que precipita dentro da célula.
Nessa fase, a mistura de alcool/acetona, utilizada como agente descolorante,
precipita a multicamada de peptidoglicano, fazendo com que este complexo cristal
violeta-iodo fique aprisionado dentro da célula, portanto as bactérias Gram-positivas
nao sao descoradas, retém o corante e apresentam cor purpura. Além do que, as
bactérias Gram-positivas possuem um protoplasma mais acido, o que as torna mais
avida ao cristal violeta, que é um corante basico. Por outro lado, nas bactérias
Gram-negativas, a mistura alcool/acetona dissolve os fosfolipideos e o0s

lipopolissacarideos, danificando a membrana citoplasmatica, como consequéncia o
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A membrana externa nas bactérias Gram-negativas € responsavel por
impedir a penetracdo de varias substancias, sendo levemente permeéavel a
moléculas grandes e hidrofébicas. Dessa maneira, uma das dificuldades
encontradas com uso da PACT deve-se ao restrito niumero de FS eficazes para
ambas as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (ALBRECHT; GITTER, 2006;
RYSKOVA; BUCHTA,; SLEZAK, 2010).

Moléculas de FS neutras e anidnicas vinculam-se a membrana de bactérias
Gram-positivas, mostrando inativacado fotodindmica destas. Esses FS vinculam-se
apenas a membrana externa de bactérias Gram-negativas, porém nao a inativam.
As bactérias Gram-negativas podem ser inativadas usando FS juntamente com
agentes policatibnicos, como polimixina ou Tris-EDTA, uma vez que o efeito de
aditivos provoca modificacdo na permeabilidade da membrana externa. Porém, a
inativacao direta de bactérias Gram-negativas também é possivel. Moléculas de FS
catibnicas sdo capazes de se ligar a bactérias Gram-negativas, mostrando-se
eficientes na sua inativacdo fotodinamica (ALVES et al., 2009; BANFI et al., 2006;
CAMINOS; DURANTINI, 2007).

Diferentes classes quimicas de FS carregados positivamente, incluindo
porfirinas, foram testadas com sucesso como agentes FS contra bactérias Gram-
positivas e bactérias Gram-negativas. Além disso, foi observado que o namero de
cargas positivas, a distribuicdo de carga e a hatureza dos grupos meso-substituintes
no macrociclo porfirinico parecem ter efeitos diferentes sobre a fotoinativacdo de
ambas as classes (ALVES et al., 2009; BANFI et al., 2006; CAMINOS; DURANTINI,
2007).

A carga positiva ha molécula do FS parece promover uma intensa interacao
eletrostatica com os locais de carga negativa na superficie exterior das células
bacterianas. Essa associacdo aumenta a eficiéncia dos processos de fotoinativagao,
contudo, derivados porfirinicos com carga negativa ou porfirinas neutras exibem uma
baixa atividade na fotoinativacdo de bactérias Gram-negativa (CAMINOS;
DURANTINI, 2007; RYSKOVA; BUCHTA,; SLEZAK, 2010).

Ragas e colaboradores investigaram a interacdo da porfirina catidnica
[H2(TMPyP)] com a bactéria Gram-negativa Escherichia coli, verificando também a
cinética do '0,. Os resultados sugerem uma dupla localizagdo da porfirina nestas
bactérias, uma fracdo da porfirina se vinculou a estrutura externa da parede celular e

o restante foi internalizado (ligada a acidos nucléicos). Eles verificaram que, apos



49

exposicdo da porfirina a luz, o 'O, pdde ser formado tanto fora quanto dentro das
células. Além disso, o0 'O, foi capaz de atravessar a parede celular (RAGAS; AGUT;
NONELL, 2010).

Gois e outros pesquisadores avaliaram a eficacia da PACT, usando duas
diferentes fontes de luz (laser, A = 630 nm, e LED, Anax = 628 nm) e diferentes
concentragdes de um derivado de hamatoporfirina (Photogem®), sobre a viabilidade
de cepas de Staphylococcus aureus. Os resultados mostraram que a diminuicdo na
viabilidade de micro-organismos é dependente da concentracdo, ocorrendo uma
diminuicdo no ndmero de bactérias (UFC mL™) com o aumento da concentracdo do
FS Photogem®. Eles verificaram uma completa eliminacdo no UFC mL™ (100%) sob
iluminacdo de LED em 60 J cm? (aproximadamente 1 hora) nas maiores
concentragbes de FS testadas. Resultado similar ocorreu com a utlizagdo do
dispositivo laser, nas mesmas condicbes mencionadas. Os autores concluiram que
ambos os dispositivos, laser e LED, sdo adequados e aquivalentes para estudos de
PACT in vitro (GOIS et al., 2010).

A maioria dos trabalhos publicados sobre PACT sdo focados em
experimentos in vitro. A dificuldade da realizacdo de estudos in vivo se deve ao fato
de que a presenca de meios complexos, como sangue, saliva e soro sanguineo
oferecem a certas bactérias protecdo contra inativacdo. Isso ocorre porque as
proteinas, presentes nesses meios, absorvem fotons de luz, diminuindo a
disponibilidade destes para a interacdo com o FS. Além disso, as proteinas
competem com as bactérias pela afinidade ao FS, diminuindo o numero de
moléculas de FS ligados a alvos especificos na célula bacteriana (ALBRECHT et al.,
2011; ; ALBRECHT; GITTER, 2006; RYSKOVA; BUCHTA; SLEZAK, 2010).

Lambrechts e colaboradores avaliaram a eficacia da PACT, utilizando-se luz
visivel (lampada de halogénio) e a porfirina catiénica cloreto de 5-fenil- 10, 15, 20 (N-
metil-4-piridil)porfirina, como FS, para inativar trés espécies de micro-organismos
conhecidos por estarem envolvidos em infeccdes de queimaduras: a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus, a bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa
e o fungo Candida Albicans. Além disso, eles avaliaram a citotoxidade in vitro da
PACT sobre fibroblastos dérmicos humanos, na presenca de tampéo fosfato salino
(PBS) e de diferentes concentra¢des de soro bovino no meio. Os autores concluiram
gue os fibroblastos mostram-se mais resistentes a PACT em relacdo aos micro-

organismos S. aureus e C. albicans, sendo a bactéria P. aeruginosa mais resistente.
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Eles concluiram também que, como o0 aumento da concentracdo de soro bovino
aumenta-se a resisténcia dos fibroblastos & PACT, demonstrando o papel protetor
do soro bovino no meio (LAMBRECHTS et al., 2005).

Lyon e colaboradores investigaram a aplicagdo clinica da PACT para o
tratamento de cromoblastomicose. Essa patologia caracteriza-se por uma infecgéo
gue envolve a pele e o tecido subcutaneo e é causada por fungos. Eles trataram 10
pacientes com cromoblastomicose por meio da PACT, empregando azul de metileno
como FS e dispositivo LED (Amax = 660 nm) como fonte de luz. Os resultados
mostraram que 0s dez pacientes tratados apresentaram reducdo na area da lesao
apos seis aplicacbes de PACT, ocorrendo uma reducdo no volume da lesdo e
cicatrizacao do tecido de 80 a 90%, quando comprado com as condi¢cfes prévias da
lesdo. Porém nédo houve uma completa cura para nenhum paciente, mostrando a
necessidade da combinacdo da PACT com tratamento a base de antifingicos
(LYON et al., 2011).

1.8 ARTEMIA SALINA

Artemia salina € um microcrustdceo de agua salgada utilizado como
alimento vivo para peixes. Os ovos de Artemia salina sdo de baixo custo e
permanecem viaveis por anos no estado seco, e sdo disponiveis em lojas como pet
shops ou lojas de aquaristas (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006; MEYER et
al., 1982; SIQUEIRA; BOMM; PEREIRA, 1998).

O ciclo de vida da Artemia salina (Figura 1.22) inicia-se a partir dos ovos,
gue contém um embrido com o metabolismo inativo. Para eclosédo, seus ovos devem
ser colocados em agua salina, assim 0s ovos se reidratam e entram no primeiro
estagio de desenvolvimento, apds aproximadamente 24 horas, dando origem aos
nauplios, que atingem a fase adulta em duas semanas. O ciclo de vida da Artemia
completa-se em 21 dias (ARAUJO, 2002).

Alguns fatores, como temperatura, salinidade, pH e aeracédo sao de grande
importancia para o cultivo de Artemia salina. A temperatura ideal € de 25 a 30 °C, a
agua deve possuir uma salinidade cuja densidade seja préxima de 1,022 g mL™* e o
pH deve estar proximo de 8,0. O nivel de oxigénio deve ser mantido por meio de
aeracdo constante (ARAUJO, 2002; LIMA et al., 2009; MEYER et al., 1982).
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Figura 1.22- Ciclo de vida da Artemia salina (http://aquaflash.blogspot.com/2009/03/32-artemia-
alimento-vivo-o-mascota.html)

Grupos de pesquisa em Quimica de Produtos Naturais utilizam o ensaio de
toxicidade sobre Artemia salina (TAS) no estudo de substancias bioativas. Além
disso, 0 ensaio pode ser utilizado para andlise de residuos de pesticidas, de
substancias téxicas em ambientes marinhos, para avaliar efeito de metais pesados,
entre outros. O TAS é um teste rapido, de baixo custo, seguro e ndo exige técnicas
assépticas (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006; SIQUEIRA; BOMM,;
PEREIRA, 1998).

O TAS pode ser utilizado como avaliagdo prévia de extratos de plantas,
sendo as fracdes ou substancias ativas posteriormente testadas em culturas de
células tumorais, havendo boa correlacdo dos resultados (SIQUEIRA; BOMM,;
PEREIRA, 1998). O monitoramento da resposta no TAS possui como parametro a
letalidade dos microcrustaceos. Esse teste €, assim, um bioensaio preliminar no
estudo de compostos com atividade bioldgica. Os resultados séo facilmente tratados
estatisticamente.

As substancias geralmente sdo téxicas em altas concentracfes. Uma
substancia sera considerada biologicamente ativa se sua DLsg (dose letal média) for
menor que 1000 yg mL™. Pelo ensaio com Artemia salina é possivel determinar a
DLso de compostos ativos e extratos em um meio salino (MEYER et al., 1982).

Além dos ensaios de toxicidade, a Artemia salina também € utilizada, como

ensaio preliminar, para testes de atividade fotodindmica (BALZER, 2010; GEROLA
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et al., 2011; MENDES, 2008; PELOI et al., 2008; SILVA, 2009; SOARES, 2006;
SWIECH, 2010).

1.9 ALBUMINA

A albumina é uma proteina sollvel e esta presente no plasma humano em
concentracdes normais de 35 a 50 g L™*. Nos mamiferos ela é sintetizada no figado e
possui uma meia vida de aproximadamente vinte dias. Por ser sollvel e de estrutura
flexivel, varios compostos se ligam reversivelmente a albumina, que age como
principal proteina transportadora do sistema vascular. Ela transporta metais, acidos
graxos, colesterol, pigmentos biliares e farmacos (LEHNINGER; NELSON; COX,
2000; PETERS, 1995).

A albumina de soro bovino (BSA) é a proteina mais abundante no plasma do
sangue bovino e € utilizada como modelo de proteina para varios estudos de
interacdo (BOSE; DUBE, 2006; GAO et al., 2007; LI; SEEGER, 2009). A proteina
BSA contém 582 aminoacidos, sendo dois triptofanos nas posicdes 134 e 214, e
possui fluorescéncia intrinseca quando excitada na regido do ultravioleta (260-280
nm). A Tabela 1.3 apresenta algumas caracteristicas espectroscopicas de alguns
aminoacidos aromaticos presentes no BSA (GAO et al., 2007; LI; SEEGER, 2009;
SILVA, 2007).

Tabela 1.3 - Caracteristicas espectroscépicas de alguns aminoacidos aromaticos presentes na
proteina BSA (SILVA, 2007).

Aminoéacido N° de residuos Aexc (NM) e(Lmol" cm ™) Aem (NM)
Fenilalanina 27 258 193 282
Tirosina 19 275 1405 304
Triptofano 2 279 5580 348
290 3935

A fluorescéncia dessa proteina é dominada pela emissdo do triptofano, pois

a absortividade molar do indol desse residuo € maior em relacdo aos outros. Pode-
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se observar na Tabela 1.3 que o triptofano emite luz em 348 nm quando excitado por
luz de comprimento de onda na regiao de 279 a 290 nm.

As proteinas sdo os principais alvos de foto-oxidagdo em células, devido a
sua abundéancia, a presenca de cromoforos enddgenos (cadeias laterais de
aminoacidos) e sua capacidade de se ligar a cromoforos exdgenos. Assim, a
previsdo de consumo de oxigénio singlete para as proteinas é elevada (68,5%) se
comparada com outros componentes celulares, como mostra a Figura 1.23
(DAVIES, 2003).

Beta-caroteno

GSH - DNA
Tocoferdis 0.4% ) 0.9% /' 5.5%

\
o =X \ Ascorbato /
0.5% \ 16.5% RNA
\ ‘ 6.9%

NAD+/NADH
0.3%

NADP+/NADPH
0.3%

Colesterol -~
0.0%
Lipidios
0.2%

|

Proteina

68.5%

Figura 1.23 - Previsdo de consumo de 'O, por alvos intracelulares (DAVIES, 2003).

A foto-oxidacdo de proteinas leva a degradacdo de seus aminoacidos,
reduzindo sua fluorescéncia intrinseca. Além disso, a fluorescéncia da proteina
também pode ser suprimida pela ligacgdo com um FS. Esse comportamento
espectroscopico possibilita uma maneira de estudar as interagcdes entre FS e
proteinas (TIAN et al., 2007).

Silvester e colaboradores investigaram a foto-oxidacdo de BSA por
hematoporfirina (Hp, anidonico) e tetrametilpiridinoporfirina (TMPP, catiénico), e
verificaram que a foto-oxidagdo de BSA ocorre nos residuos de Cis-34, e em um ou
nos dois residuos de triptofano (Trp-134 e Trp-214). Verificaram também que o FS

Hp foi responsavel por maior supressédo de fluorescéncia de BSA em relagdo ao
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TMPP. Eles verificaram que a foto-oxidacao da proteina BSA pode ocorrer por meio
do mecanismo de transferéncia de elétron (Tipo 1) como também por meio de
transferéncia de energia (Tipo Il) (SILVESTER; TIMMINS; DAVIES, 1998).

Tian e colaboradores investigaram a capacidade de interagdo entre
tetrafenilporfirinas e a proteina BSA por meio dos métodos de fluorescéncia e UV,
obtendo-se os valores das constantes de ligagéo. Eles verificaram que os compostos
porfirinicos estudados foram capazes de se ligar fortemente a BSA, apresentando
constante de ligacdo da ordem de 10* (TIAN et al., 2007).

Cavalcante e outros pesquisadores verificaram que alguns farmacos com
aplicacéo clinica em TFD séo capazes de foto-oxidar a proteina BSA utilizando-se
LED (Amax= 630 nm) como fonte de luz (CAVALCANTE et al., 2009).

Li e Seeger investigaram a interagdo do composto meso-tetrakis(p-
sulfonatofenil)porfirina (TPPS) com a proteina BSA em solucdo tampéao fosfato (pH
7,4). A formacdo do complexo TPPS-BSA foi monitorado por mudangas na
absorbancia da banda Soret e emissao de fluorescéncia do TPPS, na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes de BSA. Eles concluiram que a banda Soret
em 422 nm refere-se ao complexo TPPS-BSA, que possui constante de ligacdo de
(4,5 + 0,9) x10°® mol L™. Além disso, eles investigaram a interacdo de BSA-TPPS por
meio do decaimento do tempo de vida de fluorescéncia do BSA na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes de TPPS. A ligacdo entre o TPPS e BSA foi
demonstrada pela diminuicdo do tempo de vida de fluorescéncia. O tempo de vida
de fluorescéncia do TPPS livre foi de 5,21 ns, e para o complexo BSA-TPPS foi de
2,71 ns (LI; SEEGER, 2009).

1.10 TRANSPORTE E LOCALIZACAO DE FS

A atividade fotodinAmica de um FS ndo é governada apenas por suas
propriedades fotofisicas, mas também por sua especificidade de interacdo com
biosistemas. Assim a localizacdo de FS em células tumorais € uma propriedade
importante, que pode afetar os resultados de morte celular.

O plasma sanguineo é constituido por 90% de agua e 10% de solutos,
sendo que cerca de 70% dos solutos presentes no plasma séo proteinas. Devido a

essa abundancia, o transporte de FS até as células é feito por proteinas presentes
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no plasma. Apos a administracéo do FS na corrente sanguinea, este ird se associar
com proteinas, incluindo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e albumina. A
natureza dessa associacdo depende das caracteristicas do FS e da proteina. A
relac@o entre o caréter hidrofilico e hidrofébico do FS influencia no seu transporte e
localizacdo nas células (BONNEAU; MORLIERE; BRAULT, 2004; LEHNINGER;
NELSON; COX, 2000; SHARMAN; VAN LIER; ALLEN, 2004).

A razdo da preferencial acumulacdo dos FS em células tumorais foi
explicada, inicialmente, devido ao fato de essas células possuirem um elevado
namero de receptores de proteinas LDL. Esse elevado numero de receptores para
LDL deve-se a alta exigéncia de colesterol por células de proliferacdo rapida, sendo
LDL a principal proteina transportadora de colesterol (BONNEAU; MORLIERE;
BRAULT, 2004; SHARMAN; VAN LIER; ALLEN, 2004).

Kongshaug e colaboradores estudaram a correlagéo entre a lipofilicidade
(carater apolar) de alguns FS porfirinicos e a capacidade de se vincularem com
proteinas do plasma humano. Os estudos apontaram que a proteina LDL nédo € a
Unica envolvida no processo de transporte de FS, outras proteinas plasmaticas,
como HDL e soroalbuminas também podem desempenhar um papel importante no
transporte, bem como na retencéo seletiva desses FS em tumores (KONGSHAUG,;
MOAN; BROWN, 1989).

Os pesquisadores verificaram que, em geral, a interacdo das porfirinas com
o LDL aumenta com o aumento da lipofilicidade dessas. E que, ao contrario, a
interacdo das porfirinas com proteinas, principalmente a proteina albumina de soro
humano (HSA), diminui com o aumento da lipofilicidade. Porém, eles verificaram,
também, que fatores como natureza quimica dos grupos laterais dos FS, agregacéo
e distribuicdo de carga desempenham um papel importante para essa interacéo
(KONGSHAUG; MOAN; BROWN, 1989).

Atualmente, acredita-se que os FS hidrofilicos tendem a associar-se com
albuminas e globulinas do plasma, enquanto os FS lipofilicos associam-se as
lipoproteinas, principalmente as LDL (BONNEAU; MORLIERE; BRAULT, 2004;
CUNDERLIKOVA et al., 2000).

O acumulo preferencial dos FS em tecidos tumorais também pode ser
explicado pelas caracteristicas fisioldégicas diferenciadas do tecido doente em
relacdo ao tecido sadio. Estudos mostraram que, os tecidos tumorais possuem pH

inferior a tecidos sadios. Enquanto o pH de células sadias € de aproximadamente
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74, o pH em células tumorais € de aproximadamente 6,9 (GERWECK;
SEETHARAMAN, 1996; TANNOCK; ROTIN, 1989). Essa propriedade, aliada ao
maior nimero de receptores LDL em células tumorais, pode influenciar a captacao
do FS, uma vez que FS hidrofilicos tornam-se mais hidrofobicos (lipofilicos) por meio
de sua protonacédo, que pode aumentar sua ligacdo a lipoproteinas, facilitando sua
entrada nas células. Além disso, o fato de as células tumorais crescerem
desordenadamente, resultando em um volume celular maior e apresentarem
drenagem linféatica deficitaria, também leva a maior captagdo do FS (BOHMER;
MORSTYN, 1985; KUBAT; LANG; ANZENBACHER, 2004).

A maioria dos FS fluorescem, assim a preferencial localizacdo de alguns FS
em diferentes tipos de células tumorais pode ser investigada (MORGAN; OSEROFF,
2001). A Figura 1.24 mostra a seletividade da protoporfirina IX apos administracéo
de metil aminolevulinico, mostrando a acumulagéo preferencial da porfirina no tumor

em relacao a pele saudavel (BROWN et al., 2004).

Figura 1.24 - Seletividade do metil aminolevulinico no tumor. (a) O padrao de fluorescéncia induzida
por metil aminolevulinico é claramente limitado ao tecido tumoral; (b) quando comparado com o
contorno do tumor, visto sob luz branca (BROWN et al., 2004).

Muitas porfirinas base livre e metaloporfirinas com metais de camada
completa apresentam fluorescéncia. Zheng e colaboradores estudaram a emisséo
de fluorescéncia de varias porfirinas base livre e metaladas. Eles verificaram dois
picos de emissdo tanto para as porfirinas base livre (~650 e 720 nm) como para as
metaloporfirinas (~600 e 650 nm) (ZHENG et al., 2008).

A técnica de fluorescéncia tem varias aplicacdes, ela pode ser empregada
em fotodeteccdo para diagnosticar lesdes tumorais, além de ser aplicada em

estudos para investigar interagdes entre FS e proteinas. Compostos porfirinicos sao
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geralmente citados na fotodeteccdo em tecidos tumorais, por meio da fluorescéncia
vermelha que eles emitem. Isso pode ser possivel uma vez que esses compostos
ficam retidos preferencialmente em tecidos neoplédsicos quando comparado com
tecidos normais (BROWN et al., 2004; LI; SEEGER, 2009; MACDONALD;
DOUGHERTY, 2001; RINCO et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a eficiéncia fotodinAmica, por meio de medidas espectroscopicas
e ensaios biolégicos, dos seguintes derivados porfirinicos: 5,10,15,20-tetrakis (2,6-
difluoro-5-sulfonatofenil)porfirinato de sédio, Nas[H2(TDFSPP)], 5,10,15,20-tetrakis
(2,6-difluoro-5-sulfonatofenil) zinco Il porfirinato de sédio, NasZn(TDFSPP)], e
5,10,15,20-tetrakis  (4-sulfonatofenil) manganés (lll) porfirinato de sdédio,
{Nas[Mn(TSPP)]}".

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a absortividade molar (€) dos compostos em solugédo tampao fosfato.

e Verificar a possivel fotodegradacdo dos compostos por meio do teste de

fotobranqueamento.

e Analisar a capacidade de producéo de oxigénio singlete dos compostos por meio

do teste do acido drico.

e Investigar a eficiéncia de cada composto em causar a foto-oxidacdo da proteina
BSA.

e Determinar a toxicidade e a eficiéncia fotodinamica dos compostos frente ao

microcrustaceo Artemia salina.

e Avaliar a eficiéncia fotodinamica dos compostos sobre a bactéria Staphylococcus

aureus de origem ATCC e hospitalar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Neste estudo foram utilizados os seguintes derivados porfirinicos aquo-
soluveis: Nas[H(TDFSPP)] (Figura 3.1 a), NasZn(TDFSPP)] (Figura 3.1 b) e
{Nas[Mn(TSPP)]}" (Figura 3.2). Os trés compostos foram sintetizados pelo grupo de
pesquisa da Prof.2 Dr.2 Shirley Nakagaki do Laboratério de Bioinorganica e Catalise
da Universidade Federal do Parana, e foram cedidos para o desenvolvimento desta
pesquisa.

+

SO,

Figura_3.2 - Estrutura do derivado porfirinico {Nm[Mn(EPP)]}*.
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Para irradiacdo dos derivados porfirinicos foram utilizados sistemas de LED
de diferentes faixas de emissdo de comprimento de onda: alaranjado (emissdo na
faixa de 550 a 620 nm), vermelho (590 a 650 nm), verde (470 a 560 nm) e azul (420
a 500 nm), e poténcia entre 0,5 e 5 mW. O sistema de iluminacdo € composto por
seis dispositivos LED dispostos em série, como mostra a Figura 3.3 (PELOI et al.,
2008). O aparato utilizado para iluminacéo das solucdes esta apresentado na Figura
3.4.

Figura 3.3 - Sistema de LED utilizados: alaranjado, vermelho, verde e azul.

Figura 3.4 - Aparato utilizado para iluminagéo das solu¢des.
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Os espectros de emissdo dos LEDs foram obtidos em um Fluorimetro Cary
Eclipse Varian, operando no modo luminescéncia e utilizando-se fenda de emisséo
de 1,5 nm.

As solugcdes dos compostos porfirinicos foram preparadas em
concentracdes na faixa de 1,0 a 10,0 umol L™, utilizando-se 4gua destilada.

A proteina albumina de soro bovino, BSA (INLAB, MM=66,267 g mol™), foi
utilizada para o teste de foto-oxidacéo.

Para preparar a solucdo de tampéao fosfato salino (PBS) foram utilizados os
seguintes reagentes: fosfato de potassio monobasico anidro, KH,PO, (Vetec, MM =
136,09 g mol™), fosfato de potassio dibasico anidro, K;HPO, (BIOTEC, MM = 174,18
g mol™) e cloreto de sédio, NaCl (BIOTEC, MM = 58,44 g mol™). Todos os reagentes
utilizados sao de qualidade PA.

Para os testes com Artemia salina foram utilizados ovos de alta ecloséo
(Miramar®) lote 05061 e sal marinho Ocean Reef (PRODAC) com grau de pureza
proximo a 100%. Nos testes de toxicidade foi utilizado dicromato de potéassio,
K,Cr,07 (Merck, MM = 294,19 g mol™) como controle positivo. Para oxigenacdo do
aquario utilizou-se uma bomba BOYU®, modelo U-3600.

Os testes microbioldgicos foram realizados utilizando-se Agar Mueller Hinton
(Himedia) como meio de cultura. Utilizou-se um espectrofotdmetro Coleman 6/8
Perkin-Elmer Junior Il e estufa microbiolégica QUIMIS. As fotos foram registradas
utilizando-se uma camera digital Sony Cyber-shot DSC W310, com resolucédo de
12.1 megapixels.

Foram utilizados a balanca analitica eletrénica Q-500L210C QUIMIS e o
pHmetro NTPhm C.G.C. Para centrifugar a solucdo de BSA utilizou-se centrifuga
BE-4004 Bio Eng.

As medidas de absorcéo foram realizadas na regido do ultravioleta e visivel,
utilizando-se espectrofotdbmetro Cary 100 Varian. Utilizaram-se cubetas de quartzo
com caminho 6tico de 1,0 cm e 2 faces polidas.

O Fluorimetro Cary Eclipse Varian foi utilizado para medidas de
fluorescéncia, com cubetas de quartzo com caminho o6tico de 1,0 cm e 4 faces
polidas. Os parametros de configuracdo do aparelho foram: voltagem da
fotomultiplicadora: 600 V, velocidade de varredura: 600 nm min™, fenda de excitagéo

e emissao de 5 nm. Foi utilizado comprimento de onda de 279 nm para excitagao.
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3.2 DETERI\{IINAQAO DE ABSORTIVIDADE MOLAR DOS DERIVADOS
PORFIRINICOS EM TAMPAO FOSFATO

A absortividade molar (¢) € uma caracteristica intrinseca das substancias e
indica a quantidade de luz absorvida em determinado comprimento de onda. A lei de
Lambert-Beer relaciona a absortividade molar de uma substéncia a absorbancia 4,

ao caminho 6ptico b e a concentracao c.

A= €bc (equacéo 12)

Onde:

A = absorbéancia (adimensional)

¢ = absortividade molar (L mol™ cm™)
b = caminho 6ptico (cm)

¢ = concentracéo da espécie absorvente (mol L™

De acordo com a lei de Lambert-Beer a concentracdo da espécie absorvente
€ proporcional a sua absorbancia (4). Para determinar a absortividade molar (¢)
das bandas de absorcdo apresentadas pelos derivados porfirinicos foram
preparadas cinco concentracdes diferentes na faixa de 1,0 a 10,0 ymol L™ Os
espectros de absorcéo opticos de cada solucédo foram registrados na faixa de 300 a

700 nm. O ¢ das bandas investigadas foi obtido por meio da lei de Lambert-Beer.

3.3 ANALISE DE FOTOBRANQUEAMENTO DOS DERIVADOS PORFIRINICOS

Uma maneira de medir o fotobranqueamento de um FS é irradia-lo com luz
visivel e monitorar o comportamento de seu espectro de absor¢do durante um
determinado periodo. Caso ocorra fotobranqueamento, ele sera detectado por meio
da queda na intensidade de sua absorbancia caracteristica (BONNETT; MARTINEZ,
2002; GEROLA et al., 2011; SOARES, 2006).

Para analisar a possivel fotodegradagdo dos derivados porfirinicos,
preparou-se uma solucdo do composto Nas[Zn(TDFSPP)] com concentracdo 1,0
pumol L e solugbes dos compostos Nas[Ho(TDFSPP)] e {NaijMn(TSPP)]}' na

concentracdo 5,0 pmol L™, em PBS. As solucdes foram iluminadas utilizando-se
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sistemas de LED vermelho, alaranjado, verde e azul, separadamente. O espectro de
absorcao das solucdes foram registrados na faixa de 300 a 700 nm, monitorando-se
0 comportamento dos espectros a cada 10 minutos de exposicdo ao sistema de
LED, por um periodo total de 60 minutos. Calculou-se a porcentagem de
fotobranqueamento para cada sistema FS/LED. Os testes de fotobranqueamento

foram realizados em triplicata.

3.4 TESTE DE FOTO-OXIDACAO DE BSA

Por meio deste experimento investigou-se a eficiéncia do sistema derivado
porfirinico/LED em causar foto-oxidacdo da proteina albumina de soro bovino (BSA).
A foto-oxidacdo de BSA leva a uma diminuicdo de sua fluorescéncia intrinseca.
Dessa forma, a eficiéncia fotodinamica pode ser determinada por meio de calculos
dos valores das constantes de velocidade de foto-oxidacdo da proteina
(CAVALCANTE et al., 2009; RIBEIRO et al., 2007; SILVA, 2007).

Uma solucdo contendo 1,0 pmol L™ de derivado porfirinico e 2,0 umol L™ de
BSA foi preparada em tampéao fosfato (pH = 7,2). Essa solucao foi irradiada durante
60 minutos com sistema de LED vermelho, alaranjado, verde e azul,
separadamente. Nesse periodo, a cada 10 minutos de iluminagdo, acompanhou-se a
foto-oxidacdo de BSA por meio da variacdo da intensidade do seu maximo de
fluorescéncia, em 345 nm. Utilizou-se comprimento de onda de excitacdo de 279
nm. Os testes de foto-oxidacao foram realizados em triplicata.

A partir do tratamento de dados foram obtidas as constantes de velocidade
de foto-oxidacdo para cada um dos derivados porfirinicos por meio dos célculos

descritos a seguir.

3.4.1 Calculo das constantes de velocidade

O oxigénio singlete é a principal espécie responsavel pela foto-oxidacdo de
biomoléculas. A geracéo dessa espécie reativa se da por meio das reac6es do Tipo
II, que estéo representadas abaixo (BONNETT, 1995):



64

Opshv, Ipg s, 3gg (equacéo 5)

*FS+ 0, —» FS + 10, ks (equacdo 6)

'0, + S — Produto foto-oxidado  k; (equacéo 7)
Onde:

°FS = FS no estado singlete fundamental
'FS = FS no estado singlete excitado
3FS = FS no estado triplete excitado
'0, = Oxigénio singlete
O, = Oxigénio triplete (estado fundamental)
S = Substrato
ki e ko = Constante de velocidade

A Ultima etapa (Equacao 7) foi considerada como a mais lenta, assim ela

determina a velocidade da reacéo:

d[S] / dt = -kz [*O 2].[S] (equacio 8)
Sendo k; a constante de velocidade de segunda ordem.

A concentracao de O, é muito maior que a concentracdo da biomolécula de

BSA. Como a concentracdo O é proporcional a de 'O,, pode-se considerar que a
concentracdo de 'O, é aproximadamente constante. Portanto:

d[S] / dt~ -K[S] (equacao 9)
Integrando-se:

In ([S)/[So]) = -kt (equacao 10)

Onde:
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[S] = concentracéo do substrato (BSA) num dado momento
[So] = a concentracao inicial (t = 0) do substrato
t = tempo

k = constante de velocidade da reacgéo de foto-oxidagéo

A concentragdo do substrato (S) é proporcional a intensidade de
fluorescéncia (F) da proteina BSA, assim, pode-se reescrever a equacao 10:

In (F/Fo) = -kt (equacéo 11)

Essa equacao indica que a cinética global € de pseudo-primeira ordem, uma
vez que o grafico de In(F/Fp) contra t € uma reta cujo coeficiente angular é -k e
corresponde a constante de velocidade de foto-oxidacdo (CAVALCANTE et al.,
2009; RIBEIRO et al., 2007). A eficiéncia fotodinamica dos derivados porfirinicos foi
avaliada com base nos valores determinados das constantes de velocidades de foto-
oxidacdo da molécula de BSA. Os valores dessas constantes foram normalizados
pelos valores de absorbancia dos compostos analisados nos comprimentos de onda
de emissdo maxima dos LEDs alaranjado (Amax = 596 nm), vermelho (Amax = 632 nm),
verde (Amax = 513 nm) e azul (Amax = 463 nm), uma vez que os derivados porfirinicos
possuem diferentes valores de absortividade molar nos comprimentos de onda

apresentados.

3.5 AVALIACAO DA FOTO-OXIDACAO DO ACIDO URICO

O teste do acido urico (AU) foi utilizado para analisar a capacidade de
geracao de oxigénio singlete dos derivados porfirinicos (CAVALCANTE et al., 2009;
FISCHER et al., 1998; MAESTRIN et al., 2004; SOARES, 2006). Uma solucéo
contendo AU, na concentracdo 50,0 pmol L™ e os compostos Nas[Zn(TDFSPP)] 1,0
pumol L, Nau[Ho(TDFSPP)] 5,0 pmol L™ e {NajMn(TSPP)]}* 5,0 pmol L™?, foram
preparadas separadamente em PBS. O espectro de absorcdo das solucdes foi
registrado na faixa de 200 a 800 nm, monitorando-se o0 comportamento dos
espectros a cada 10 minutos de exposi¢cao ao sistema de LED verde e azul, por um

periodo total de 60 minutos. A capacidade de geracdo de oxigénio singlete dos FS
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foi estimada com base na porcentagem de decaimento da banda do AU em 292 nm.
Os testes de AU foram realizados em triplicata.

3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO

3.6.1 Ensaio com Artemia salina

3.6.1.1 Incubacéao

Os ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir no interior de um
aquario preenchido com 2 L de solucéo de sal marinho (35,0 g L™), preparada com
agua destilada e deionizada. A solucdo do aquario foi mantida sob aeracéo
constante com o auxilio de uma bomba BOYU®, modelo U-3600.

O aquario possui uma divisao interna contendo pequenos orificios entre dois
compartimentos. Um compartimento foi iluminado com uma lampada fria de 14 W
para atrair os microcrustaceos eclodidos e o outro compartimento, protegido da luz,
onde os ovos foram adicionados. A temperatura foi controlada para permanecer
entre 20-25 °C. O pH foi ajustado entre 8,0 e 8,5. A contagem dos microcrustaceos

ocorreu apos 48 horas.

3.6.1.2 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Apés a contagem, os dez microcrustdceos de Artemia salina foram
transferidos para pocos de cultura de célula, com o auxilio de uma micropipeta de
1000 uL. Em seguida adicionou-se a solucdo dos derivados porfirinicos, de modo
que foram testadas as concentracdes: 0,1; 1,0 e 10,0 pmol L™. Posteriormente,
acrescentou-se solucéo de sal marinho (35,0 g L™), em quantidade suficiente para
completar o volume final de 3,0 mL em cada poco. Os pocos foram protegidos da
luz, e 0s microcrustaceos permaneceram em contato com a solugcdo dos compostos
durante 3 e 24 horas. Apés esses periodos, com o auxilio de uma lupa, realizou-se a

contagem dos microcrustaceos vivos e mortos em cada poc¢o. Foi utilizado um
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controle positivo, com dicromato de potassio (K.Cr,O7), e um controle negativo,
somente com agua salina. Os resultados foram analisados por meio da porcentagem
de letalidade dos microcrustaceos (GEROLA et al.,, 2011; PELOI et al., 2008;
SOARES, 2006).

3.6.1.3 Avaliacao de atividade fotodindmica frente a Artemia salina

Ap6s a contagem, os 20 microcrustaceos de Artemia salina foram
transferidos para pocos de cultura de célula, da mesma maneira descrita para o
teste de toxicidade (secédo 3.6.1.2), utilizando-se as mesmas concentracbes dos
compostos porfirinicos.

As amostras foram divididas em quatro grupos: L-P- (auséncia de luz e
auséncia de FS), L-P+ (auséncia de luz e presenca de FS), L+P- (presenca de luz e
auséncia de FS) e L+P+ (presenca de luz e presenca de FS).

As amostras permaneceram por um periodo de 1 hora sem iluminagcéo. Apos
esse periodo, os grupos L+P- e L+P+ foram iluminados durante 2 horas, em
seguida, realizou-se a contagem dos microcrustaceos vivos e mortos em cada poco.
Os resultados foram analisados por meio da porcentagem de letalidade dos

microcrustaceos. Os testes com Artemia salina foram realizados em triplicata.

3.6.2 Avaliacao de atividade fotodinamica em cultura de micro-organismos

Para realizacdo deste teste foram utilizadas as cepas de Staphylococcus
aureus ATCC (6538) e hospitalar. As cepas hospitalares foram obtidas do Hospital
Bom Jesus, localizado em Ponta Grossa-Parana. As suspensfes bacterianas foram
preparadas em solucdo salina 0,9% de NaCl. Foram realizadas leituras em um
espectrofotometro Coleman a 580 nm, até que a absorbancia das suspensfes
atingisse aproximadamente 0,8, que corresponde a cerca de 10® UFC mL™, a qual
foi diluida em solucéo salina, até que a concentracdo atingisse o equivalente a 10°
UFC mL™. A partir dessa suspens&o, transferiu-se uma aliquota de 100 uL em tubos
contendo 900 pL de solucdo salina ou solugdo dos derivados porfirinicos
Nas[Zn(TDFSPP)] e NasH2(TDFSPP)] na concentracéo 1,0 umol L™. Os tubos foram

divididos em quatro grupos: L-P- (auséncia de luz e auséncia de FS), L-P+ (auséncia
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de luz e presenca de FS), L+P- (presenca de luz e auséncia de FS) e L+P+
(presenca de luz e presenca de FS)

Os tubos permaneceram 30 minutos sem iluminagdo. Apos esse periodo, 0s
grupos L+P+ e L+P- foram iluminados com o sistema de LED azul ou verde durante
3 horas, sendo que, apds 1 e 3 horas uma aliquota de 20 pL da suspenséo (10* UFC
mL™) foi semeada em placas de Petri contendo meio de cultura dgar Mueller Hinton.
Os grupos L-P- e L-P+ permaneceram sem iluminacdo e foram semeados nos
mesmos periodos de tempo. Os tubos foram homogeneizados manualmente antes
de cada semeadura. As placas foram levadas para estufa, onde permaneceram por
24 horas a 37 °C. ApoOs esse periodo, as placas foram fotografadas e as col6nias de
bactérias foram contadas.

Os testes com micro-organismos foram realizados em duplicata. A atividade
fotodindmica dos sistemas derivado porfirinico/LED sobre as cepas de
Staphylococcus aureus foi investigada por analise de variancia (ANOVA) e teste de

Tukey. Um valor de p< 0.05 foi considerado significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DA ABSORTIVIDADE MOLAR DOS DERIVADOS
PORFIRINICOS EM TAMPAO FOSFATO

Uma das técnicas empregadas para caracterizacdo de porfirinas e seus
derivados € a espectroscopia de absorcao na regido do UV-Vis, uma vez que esses
compostos possuem absorgéao nessa faixa de comprimento de onda.

Os espectros de absorcdo caracteristicos dos derivados porfirinicos
Nay[H2(TDFSPP)], NasZn(TDFSPP)] e {NayMn(TSPP)]}' sdo apresentados na
Figura 4.1.

Absorbancia

300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.1 - Espectros de absorcdo no UV-Vis dos derivados porfirinicos ( ) Nay[H2(TDFSPP)],

( ) Nay[Zn(TDFSPP)] e (------ ) {NaJ[Mn(TSPP)]}", [FS] = 3,0 pmol L™, em PBS e espectros
expandidos na faixa das bandas Q.

Os compostos apresentaram bandas caracteristicas dos derivados
porfirinicos na regido do UV-Vis, observadas devido as transi¢des m —1* do anel

porfirinico. Observa-se uma banda intensa na regido de 400 nm, banda Soret, e, na
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regido de 500 a 700 nm sdo observadas as bandas Q, as quais possuem
intensidade cerca de dez vezes menor em relacédo a banda Soret.

Quando um metal € coordenado ao anel porfirinico ocorre uma conjugacao
dos orbitais do metal com os elétrons ™ do anel. O metal torna-se mais
eletropositivo, aumentando a energia deste orbital. O resultado desse aumento de
energia pode ser observado por um deslocamento do espectro de metaloporfirinas
para o vermelho e/ou aumento de intensidade da banda (GOUTERMAN, 1961).

Na Figura 4.1, pode-se observar que o derivados porfirinico metalado
Nas[Zn(TDFSPP)] apresentou maior absortividade molar e deslocamento de
comprimento de onda para o vermelho, se comparado com a base livre,
Nay[Ho(TDFSPP)].

Os célculos de absortividade molar (¢) dos derivados porfirinicos foram
realizados utilizando cinco concentragcdes diferentes e, entdo, montou-se o grafico
da absorbéncia no Anax dos compostos versus a concentracdo. Na Figura 4.2 é
apresentado o grafico obtido para o derivado Nas[H2(TDFSPP)]. O comportamento
linear observado indica que o composto apresenta forma Unica na faixa de
concentracdo estudada. Comportamento semelhante foi observado para o0s
compostos Nas[Zn(TDFSPP)] e {NasjMn(TSPP)]}".

(a) (b)
—1,72x10°mol L
16- ——344x10°mol L 164
8,60 x 10° mol L
141 ——120x10° mol " 141
1,72x10° mol L 12-

Absorbancia
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@ 0,8
4
o]
3 0,64
<
0,4+
0,2
T T T 1 010 T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Comprimento de onda (nm) Concentragao de Na,[H,(TDFSPP)], (u mol L")

Figura 4.2 - (a) Espectros de absorcao no UV-Vis do derivado porfirinico Nay[H>(TDFSPP)] em PBS e
espectros expandidos na faixa das bandas Q em diferentes concentragées, (b) Gréafico da variacdo da
absorbancia em 408 nm versus a concentracdo de Nay[H>(TDFSPP)].
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Os Amax para cada banda, assim como a absortividade molar (¢) calculada
para cada derivado porfirinico é apresentada na Tabela 4.1. Balzer determinou a
absortividade dos compostos Nas[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)], utilizando como
solvente a agua. Comparando os resultados obtidos no presente trabalho com os
resultados apresentados por Balzer, para 0s mesmos compostos, observou-se
concordancia em relacdo a posicdo dos maximos de absor¢cdo e valores de €
préximos. Para a banda Soret dos compostos Nay[H2(TDFSPP)] e
Nauy[Zn(TDFSPP)], Balzer encontrou € de 134000 e 238000 L cm™ mol™,
respectivamente (BALZER, 2010). O meio empregado para as duas determinacdes
deve ser fator principal das diferencas de absortividade molar observadas.

De acordo com a Tabela 4.1 pode-se observar que houve um deslocamento
para o vermelho no Ansax das bandas do composto Nas[Zn(TDFSPP)] em relacédo ao
composto Nay[H2(TDFSPP)]. Além disso, os valores de € sdo maiores para o
derivado porfirinico Nas[Zn(TDFSPP)]. Essas diferencas em relacdo as propriedades
espectrais destes derivados porfirinicos ocorrem devido a coordenacdo do metal Zn

(1) aos nitrogénios no centro no anel porfirinico do composto Nay[(H,TDFSPP)].

Tabela 4.1 — Absortividade molar (€) e comprimento de onda maximo (Asx) para as bandas de
absorcao dos derivados porfirinicos Nas[Hz(TDFSPP)], Na,[Zn(TDFSPP)] e {Na,[Mn(TSPP)]}" em
PBS.

Soret € Ql € Qll € Qi €
Derivado A (Lcm™ A (Lem™ A (Lem™ A (Lem™
porfirinico (mm) | mol™ | (m) | mo™ | ("m) | mol™ | (m)| mol™

NaJH.(TDFSPP)] 408 82900 507 4000 535 2920 573 2270

NaJZn(TDFSPP)] 416 310000 509 4450 550 13600 588 2370

{Na,[Mn(TSPP)]}’ 466 54100 513 4024 562 6920 596 4850

Os valores de € e Ama para o derivado porfirinico {NasJMn(TSPP)]}* foram
determinados por Harriman e Porter em meio aquoso (pH 7,00). Para a banda Soret,
os autores observaram Ama em 469 nm e € de 95000 L cm™ mol* (HARRIMAN;
PORTER, 1979).
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Kadish e colaboradores determinaram valores de Anax para as bandas de
absorcao da porfirina base livre Nas[H2(TSPP)] em meio aquoso, encontrando quatro
bandas de absorcao: 418 (Soret), 515, 554, 590 e 642 nm. Os autores verificaram
que na concentracdo de 1,0 pmol L™ o derivado porfirinico encontra-se em sua
forma monomérica (KADISH et al.,1989). De acordo com a Tabela 4.1, observa-se,
entdo, que o composto {Nay[Mn(TSPP)]}* apresenta um valor para 0 Anax de 466 nm,
portanto houve um deslocamento para o vermelho, quando comparado ao valor de
Kadish. Esse deslocamento deve-se a presenca do metal Mn(lll), o que esta de
acordo com 0s espectros tipicos de metaloporfirinas.

4.2 ANALISE DE FOTOBRANQUEAMENTO DOS DERIVADOS PORFIRINICOS

Fotobranqueamento envolve rea¢des quimicas induzidas pela luz, que levam
a reducdo na concentracdo do FS, com mudancas em suas caracteristicas
espectroscopicas, que pode ser prejudicial no uso da terapia fotodinamica.

Para investigar a possivel degradacdo dos derivados porfirinicos, as
solucdes dos compostos estudados foram iluminadas utilizando-se sistemas de LED
com emissao em diferentes faixas de comprimento de onda na regiao da luz visivel.
Os espectros de emissdo dos LEDs e seus comprimentos de onda maximo (Amax)

sdo apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4.3 - Espectros de emissédo normalizados dos sistemas de LED utilizados.



73

Existem dois tipos irreversiveis de fotobranqueamento que levam a
mudancas na estrutura quimica de cromoforos: fotomodificagdo ou
fotobranqueamento verdadeiro. Na fotomodificagdo ocorre reducdo na intensidade
de absorbancia ou de fluorescéncia em alguns comprimentos de onda do croméforo,
em decorréncia de alteracfes estruturais resultantes de reagbes de fotoadicdo ou
fotociclisagdo, levando ao surgimento de uma nova banda, que se deve ao
croméforo em sua forma modificada. No fotobranqueamento verdadeiro as
mudancas na estrutura dos cromoéforos resultam na formacdo de pequenos
fragmentos, decorrentes de reacbes de fotoreducdo ou foto-oxidacdo, que néo
possuem apreciavel absorcdo na regido do Vvisivel, ocorrendo diminuicdo da
intensidade de absorbancia (BONNETT; MARTINEZ, 2001).

Os resultados do teste de fotobranqueamento para os derivados porfirinicos
associados aos sistemas de LED séo ilustrados nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6, a seqguir.
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Figura 4.4 - Espectros de absorcéo no UV-Vis do derivado porfirinico NaH,(TDFSPP)] 5,0 pmol L™
em PBS irradiado com sistemas de LED (a) alaranjado, (b) vermelho, (c) verde e (d) azul, durante 60
minutos, as setas indicam o Ansx de emissdo de cada sistema de LED utilizado.
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Pode-se observar que o derivado porfirinico Nas[H2(TDFSPP)] manteve suas
caracteristicas espectroscopicas, ou seja, ndo houve deslocamento nem reducao
das bandas de absorcdo mesmo apdés 60 minutos de exposicdo aos diferentes
sistemas de LED investigados. As Figuras 4.5 e 4.6, a seguir, mostram que 0
mesmo ocorreu para os compostos Nas[Zn(TDFSPP)] e {NayJMn(TSPP)]}*, que
permaneceram estaveis frente ao sistemas de LED alaranjado, vermelho, verde e
azul. Os atomos de halogénio nas posicdes orto do grupo fenila tornam o macrociclo
porfirinico dos compostos Nas[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)] estaveis, o que
pode explicar a estabilidade destes compostos frente aos sistemas de LED.
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Figura 4.5 - Espectros de absorcéo no UV-Vis do derivado porfirinico Na,[Zn(TDFSPP)] 1,0 pmol L™
em PBS irradiado com sistemas de LED (a) alaranjado, (b) vermelho, (c) verde e (d) azul, durante 60
minutos, as setas indicam o Ansx de emissao de cada sistema de LED utilizado.
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Figura 4.6 - Espectros de absorcéo no UV-Vis do derivado porfirinico {Na,[Mn(TSPP)]}* 5,0 pmol L™
em PBS irradiado com sistemas de LED (a) alaranjado, (b) vermelho, (c) verde e (d) azul, durante 60
minutos, as setas indicam o Ansx de emissao de cada sistema de LED utilizado.

Os resultados apresentados nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 indicam que o0s
derivados porfirinicos analisados, associados aos sistemas de iluminacao
empregados, ndo sofreram fotomodificacdo, uma vez que ndo houve surgimento de
novas bandas de absorcao. Assim, ndo houve modificacdo na estrutura quimica dos
compostos estudados. Também ndo se observou reducdo de intensidade nas
bandas de absorcdo dos compostos, mostrando que estes ndo sofreram
fotobranqueamento verdadeiro.

Dados da literatura apontam que o processo de fotobranqueamento é
oxidativo, envolvendo oxigénio singlete ou outras espécies reativas de oxigénio.
Estas espécies reativas, produzidas durante os processos fotoquimicos da TFD,
podem reagir com as moléculas do FS e levar a degradagdo destas (BONNETT;
MARTINEZ, 2001; GEROLA et al., 2011; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001).
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Estudos sobre o fotobranqueamento da meso-tetrafenilporfirina mostraram
que este processo envolve a adicdo de oxigénio singlete ao anel porfirinico,
provocando sua quebra, como mostra a Figura 4.7 (BONNETT; MARTINEZ, 2001).

Figura 4.7 - Mecanismo de fotobranqueamento de complexos metalicos de meso-tetrafenilporfirina
(BONNETT; MARTINEZ, 2001).

Um estudo realizado com a porfirina meso-THPP, a clorina meso-THPC e a
bacterioclorina meso-THPBC, usando radiacdo de laser, revelou que a porfirina
mostrou-se mais fotoestavel em relacdo aos outros compostos, e que, 0 oxigénio
singlete estava envolvido nos trés sistemas investigados. A porfirina meso-THPP foi
irradiada por 24 h, apresentando decaimento de absorbancia de aproximadamente
20% em duas de suas bandas (BONNETT; MARTINEZ, 2002). Soares verificou
intenso fotobranqueamento da clorofila a (70%) em etanol, utilizando-se sistema de
iluminacdo com LED vermelho durante 50 minutos (SOARES, 2006).

Gerola e colaboradores calcularam a constante de fotobranqueamento de

derivados de clorofila utilizando sistema de LED vermelho. Os autores verificaram
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gue as amostras que foram borbulhadas com oxigénio apresentaram maior
constante de fotobranqueamento em relacdo as amostras contendo apenas oxigénio
em solucdo, demonstrando que o0 oxigénio participa deste processo. Porém, dois
derivados de clorofila, que apresentaram alto rendimento quéantico de oxigénio
singlete mostraram-se fotoestaveis frente aos sistemas de LED estudados. Os
autores concluiram que esses compostos apresentam baixa interacdo quimica com
o '0,, mostrando que o processo de fotobranqueamento ndo pode ser relacionado
apenas pela producao deste (GEROLA et al., 2011).

O fotobranqueamento do FS implica em menor quantidade de principios
ativos disponiveis, pois reduz a concentracdo do composto, o que diminui a acdo
fotodinamica deste. Assim, a estabilidade dos compostos estudados frente aos LEDs
de diferentes comprimentos de onda, foi o primeiro indicativo da potencialidade do
uso dos sistemas derivados porfirinicos/LEDs em TFD.

4.3 TESTE DE FOTO-OXIDACAO DE BSA

A albumina de soro bovino foi utilizada como modelo de proteina para o
estudo de oxidacdo apos irradiacdo com LED. Usou-se a constante de foto-oxidac&o
como um parametro para avaliar a eficiéncia fotodinamica dos derivados porfirinicos
analisados. A foto-oxidacdo desta proteina leva a degradacdo de suas cadeias
laterais devido a presenca de aminoacidos suscetiveis como fenilalanina, triptofano
e tirosina. A oxidacdo destes aminoacidos aromaticos leva a uma diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia da proteina. Assim, a constante de velocidade de foto-
oxidacdo de BSA foi utilizada como parametro para avaliar a capacidade dos
derivados porfirinicos em gerar espécies reativas de oxigénio (CAVALCANTE et al.,
2009; RIBEIRO et al., 2007; SILVA, 2007).

A Figura 4.8 apresenta os espectros de absorbancia e fluorescéncia da
proteina BSA, onde se pode observar que ela possui absorcdo maxima em 279 nm.
Este Amax foi utilizado como comprimento de onda de excitacdo, e observou-se a

banda de fluorescéncia de BSA, que possui Amax de emissdo em 345 nm.
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Figura 4.8 - Espectro de absor¢cao (Anax= 279 nm) (—) e emissao de fluorescéncia (Amax= 345 nm)
(-----) de solucdo de BSA = 2,0 umol L™ em PBS.

Os resultados obtidos nos experimentos para a foto-oxidacdo da proteina
BSA na presenca dos derivados porfirinicos Nas[H2(TDFSPP)], Nas[Zn(TDFSPP)] e
{Nas[Mn(TSPP)]}" irradiadas com sistemas de LED alaranjado, vermelho, verde e

azul estdo apresentados a seguir, nas Figuras 4.9, 4.10 e 4.11.
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Figura 4.9 - Espectros de emisséo de fluorescéncia da solucéo de BSA = 2,0 pmol L™ em PBS na
presenca do derivado porfirinico Nay[H,(TDFSPP)] 1,0 pmol L™ irradiada com sistemas de LED (a)
alaranjado, (b) vermelho, (c) verde e (d) azul, durante 60 minutos [A ex.= 279 nm].
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Figura 4.10 - Espectros de emissdo de fluorescéncia da solu¢do de BSA = 2,0 pmol L" em PBS na
presenca do derivado porfirinico Nay,[Zn(TDFSPP)] 1,0 umol L™ irradiada com sistemas de LED (a)
alaranjado, (b) vermelho, (c) verde e (d) azul, durante 60 minutos [A ex.= 279 nm].

Analisando-se as Figuras 4.9 e 4.10, pode-se observar que houve reducao
na intensidade de fluorescéncia da proteina BSA com o aumento do tempo de
irradiacdo, sendo essa reducdo mais significativa para os sistemas nos quais 0s
derivados porfirinicos Nay[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)] foram irradiados com o
LED verde e azul, indicando que esses sistemas sao capazes de gerar espécies

reativas de oxigénio (EROs).
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Figura 4.11- Espectros de emiss&o de fluorescéncia da solucdo de BSA = 2,0 pmol L™ em PBS na
presenca do derivado porfirinico {Na,[Mn(TSPP)]}* 1,0 umol L™ irradiada com sistemas de LED (a)
alaranjado, (b) vermelho, (c) verde e (d) azul, durante 60 minutos [A ex.= 279 nm].

Os resultados obtidos nos experimentos onde utilizou-se 0 composto
{Nas[Mn(TSPP)]}", exemplificado na Figura 4.11, mostraram que n&o houve reducdo
significativa na intensidade da fluorescéncia de BSA durante o tempo de irradiacao
utilizado, indicando que nas condi¢des testadas ndo houve producdo de EROs.

Analisando as figuras 4.9, 4.10 e 4.11 verifica-se que nao houve foto-
oxidacdo significativa de BSA quando em presenca do derivado porfirinico
Nay[H2(TDFSPP)] irradiado com os LEDs alaranjado e vermelho; e também quando
utilizou-se {NasMn(TSPP)]}" associado aos LEDs alaranjado, vermelho, verde e
azul. Assim ndo foi possivel calcular a constante de foto-oxidacdo para estes
compostos quando iluminados com sistemas de LEDs citados.

O valor da intensidade de fluorescéncia do BSA em 345 nm foi utilizado para

calcular o valor de In (F/Fp) em relagdo a um determinado tempo de irradiacao,
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conforme citado no item 3. 5. 1, exemplos dos gréficos obtidos estdo apresentados
na Figura 4.12.
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Figura 4.12 - Grafico In(F/Fo) versus o tempo de iluminacéo para a solugéo de BSA = 2,0 pmol L™
(Amax= 345 nm) na presenca dos derivados porfirinicos (a) Nay[H.(TDFSPP)] e (b) Nay[Zn(TDFSPP)]
irradiada com os sistemas de LED.

Os sistemas, Nay[H2(TDFSPP)J/LED verde e azul e NasZn(TDFSPP)J/LED
alaranjado, vermelho, verde e azul apresentaram uma relacéo linear entre In(F/Fo) e
o tempo de irradiacdo, e utilizando-se as consideracdes citadas no item 3. 5. 1,
determinou-se as constantes de velocidade de foto-oxidacdo de BSA (reacdo de
primeira ordem). Os valores de coeficientes de correcdo linear para os sistemas de
LED verde e azul ficaram acima de 0,98. Para os sistemas de LED alaranjado e
vermelho, os valores dos coeficientes de correcéo linear ficaram proximos a 0,90.

Os valores das constantes de foto-oxidagdo obtidos, apresentados na
Tabela 4.2, foram utilizados como parametros de comparacdo da eficiéncia
fotodinamica dos derivados porfirinicos na foto-oxidacédo de BSA.

Os valores das constantes de foto-oxidacdo mostram que o derivado
porfirinico Nas[Zn(TDFSPP)] foi o FS mais eficiente na foto-oxidacdo da proteina
BSA. Pode-se verificar também que os dois compostos apresentam uma maior

constante quando associados ao sistema de LED azul.



83

Tabela 4.2 — Valores das constantes de velocidade de foto-oxidagdo da solugéo de BSA (= 2,0 pmol
L'l) na presenca dos derivados porfirinicos Nay[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)] 1 umol L* em PBS,
irradiados com LED alaranjado, vermelho, verde e azul durante 60 min, A . = 279 nm. Os valores
representam a média de trés experimentos.

Derivado Porfirinico
Nau[H.(TDFSPP)] Na[Zn(TDFSPP)]
k k

LED (10° min) (10° min)
Alaranjado - 1,6+0,8
Vermelho - 14+04
Verde 3,0+0,6 9,3+0,8
Azul 45+0,2 14,3+£0,3

Ribeiro e outros pesquisadores investigaram a foto-oxidacdo do aminoacido
triptofano (Trp) na presenca dos compostos meso-tetramesitilporfirina (meso-TMP),
octaetilporfirina (OEP) e vanadil octaetilporfirina (VOOEP), sob iluminacdo com
lampada de mercurio durante 60 minutos, na presenca de oxigénio. Eles verificaram
gue os trés compostos foram capazes de foto-oxidar o Trp, apresentando os
seguintes valores de constantes de foto-oxidacdo k (x10° min™?): 16,8 + 0,3 (OEP);
4,86 + 0,5 (VOOEP); 9,72 £ 0,4 (meso-TMP). Além disso, eles concluiram que o
oxigénio singlete é a espécie reativa predominante no processo, responsavel pela
foto-oxidacéo do Trp (RIBEIRO et al., 2007).

Silva investigou a foto-oxidacao da proteina BSA na presenca dos farmacos
Photofrin®(PF), Photosan®(PS), Photogem® (PG) e Photodithazine® (PZ) em tamp&o
fosfato (pH 7,4) com irradiacdo durante 40 minutos com LED (Anax = 630 nm). Os
farmacos PF, PS e PG sédo derivados de hematoporfirina e o farmaco PZ € um
derivado de clorina e-6. Ele encontrou os seguintes valores de constantes de foto-
oxidacdo k (x10° min™): 9,45 + 0,3 (PZ2); 9,63 + 0,4 (PG); 8,97 + 0,2 (PF) e 4,25 + 0,5
(PS) (SILVA, 2007). Os resultados obtidos no presente estudo sdo da mesma ordem
de grandeza aos obtidos por Silva.

Como os FS apresentam diferentes absorbancias no comprimento de onda
de irradiacao dos sistemas de iluminacgédo, para utilizar a constante de foto-oxidagao

como parametro de comparagdo da eficiéncia dos derivados porfirinicos, os dados
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devem ser normalizados pela absorcédo destes nos comprimentos de onda maximo
de emissdo dos diferentes LEDs. Assim, os dados foram corrigidos em funcéo da
absorbancia dos compostos no comprimento de onda da irradiacdo dos LEDs verde
e azul, que foram os sistemas que apresentaram melhores resultados na foto-
oxidagdo da proteina BSA, apresentados na Figura 4.13. Os valores das constantes

de foto-oxidagao corrigidos estao apresentados na Tabela 4.3.
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Figura 4.13 - Grafico In(F/Fo) versus o tempo de iluminacao para a solugéo de BSA = 2,0 pmol L™
(Amax = 345 nm) na presenca dos derivados porfirinicos (a) Nas[H.(TDFSPP)] e (b) Nay[Zn(TDFSPP)],
corrigido pelos valores das absorbancias dos compostos no comprimento de onda maximo de
emissado do LED verde (Amax= 513 nm) e do LED azul (Ayax= 463 nm).

Tabela 4.3 - Valores das constantes de velocidade de foto-oxidacdo da solugdo de BSA (= 2,0 umol
L") na presenca dos derivados porfirinicos Nay[H,(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)] 1 umol L" em PBS,
irradiados com LED verde e azul durante 60 min. Corre¢éo realizada em fun¢éo da absorbancia dos
compostos Nos Anax de emisséo do LED verde (Anax= 513 nm) e azul (Anax= 463 nm). Os valores
representam a média de trés experimentos.

Derivado Porfirinico
Nay[H>(TDFSPP)] Nay[Zn(TDFSPP)]
LED K K
(min™) (min™)
Verde 05+0,1 21+0,2

Azul 0,9+0,1 7,3+0,2
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Cavalcante determinou a constante de foto-oxidagao corrigida em fungéo da
absorbancia de cada farmaco analisado, no comprimento de onda méaximo de
emissdo do LED vermelho (Ama = 630 nm), obtendo os seguintes valores k (min™):
14,8 + 0,3 (PZ); 9,8 + 0,5 (PG); 3,2+ 0,7 (PF) e 2,9 + 0,5 (PS) (CAVALCANTE et al.,
2009). Pode-se observar que o sistema NayZn(TDFSPP)J/LED azul apresentou
constante de foto-oxidagdo maior que os farmacos PF e PS. O sistema
Nas[Zn(TDFSPP)]/LED verde apresentou constante de foto-oxidagdo proxima a do
farmaco PF.

A reducdo na fluorescéncia da proteina BSA pode ser atribuida a destruicéo
dos residuos de triptofano, uma vez que estes sdo os principais contribuintes para a
fluorescéncia de BSA. Assim, supde-se que o principal mecanismo envolvido na
foto-oxidacdo da proteina BSA envolve o oxigénio singlete. A Figura 4.14 mostra a
reacdo do oxigénio singlete com o anel indol do triptofano (RIBEIRO et al., 2007;
SILVESTER; TIMMINS; DAVIES, 1998). A reducéo da fluorescéncia pode ocorrer
também devido a mudancas na organizacao estrutural da proteina (BOSE; DUBE,
2006; SILVESTER et al.,1998; RIBEIRO et al., 2007).

R R
R' | |
| '0, - 0=C
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- | H L M (IZH-C2
CH-C \ cicloadigio CH-C NH | HN
| NH | 0 \
RNH 07 RNH
RNH o P
0

Triptofano

Figura 4.14 - Reacao de cicloadi¢cdo entre o '0, e o triptofano (RIBEIRO et al., 2007).

Varios estudos demonstraram que diferentes derivados porfirinicos sao
capazes de interagir com a proteina BSA, levando a mudancas em suas
caracteristicas espectroscépicas (AN et al., 2009; KUBAT; LANG; ANZENBACHER,
2004; LI, SEEGER, 2009; MA et al., 2009; SILVESTER; TIMMINS; DAVIES, 1998;
TIAN et al., 2007; ZHANG; GORNER, 2011).

A Figura 4.15, a seguir, apresenta os espectros dos derivados porfirinicos
Nay[H2(TDFSPP)], Nasj[Zn(TDFSPP)] e {Nas[Mn(TSPP)]}* na presenca da proteina

BSA. A adicdo da proteina levou a mudancas na posicdo da banda Soret dos
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derivados porfirinicos Nas[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)]. O comprimento de
onda maximo do composto Nay[H2(TDFSPP)] passou de 408 nm (em PBS) para 413
nm (em PBS/BSA) e o comprimento de onda maximo do composto
Nas[Zn(TDFSPP)] passou de 416 nm (em PBS) para 424 nm (em PBS/BSA). Este
deslocamento para o vermelho pode indicar uma interacdo entre os derivados
porfirinicos e a proteina BSA. Porém o composto {Nas[Mn(TSPP)]}' na presenca de
BSA néo apresentou deslocamento em sua banda Soret, que permaneceu em 466
nm tanto em PBS quanto em BSA, sugerindo uma fraca interacdo entre
{Nas[Mn(TSPP)]}' e BSA. Este fato pode explicar as pequenas alteracdes
observadas na fluorescéncia da proteina BSA, como observado na Figura 4.11.
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Figura 4.15 - Espectros de absor¢é@o no UV-Vis dos derivados porfirinicos (——) Nay[H2(TDFSPP)],
( ) Nay[Zn(TDFSPP)] e (------ ) {Na[Mn(TSPP)]}", [FS] = 1,0 pmol L™, na presenca de BSA = 2,0
pmol L em PBS.
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4.4 AVALIACAO DA FOTO-OXIDACAO DO ACIDO URICO

O &cido drico (AU) pode ser oxidado pelo oxigénio singlete, produzido
durante os processos fotoquimicos da TFD. Assim o AU é utilizado como dosimetro
quimico na determinacao da atividade fotodinamica de um FS (CAVALCANTE et al.,
2009; FISCHER et al., 1998; MAESTRIN et al., 2004). A reacdo de foto-oxidagéo
do acido urico por oxigénio singlete pode levar a formacdo de produtos como
triuréia, a alantoxaidina, o ion oxanato e diéxido de carbono, como apresentado na
Figura 4.16 (FISCHER et al., 1998; MAESTRIN et al., 2004).

OH Q
NH O 0]
l\I| > O—"‘hv HN\ "NH2+ I—”\I\ Pl e + A )‘l\ v 002
)\ = 0 .CH-C — HoN NH NH
2 HN X . 2
HO” N 'NH , o) HN/ ‘o
P
Acido ion o Didxido
urico oxanato Alantoxaidina Triuréia de Carbono

Figura 4.16 - Foto-oxidacéo do acido Urico via oxigénio singlete (MAESTRIN et al., 2004).

A Figura 4.17 apresenta o espectro de absor¢céao optica do acido Urico, onde
observa-se a presenca de duas bandas na regido do UV. O &cido arico ndo possui
absorbancia na regido do visivel, portanto, ndo absorve radiacdo dos LEDs
utilizados. Assim, apenas o derivado porfirinico serd fotoexcitado, durante a
iluminacdo de solucdo contendo AU e derivados porfirinicos. O oxigénio singlete
gerado oxida o acido Urico o que pode ser monitorado pela diminuicdo da banda de

absorcao do AU em 292 nm.



88

0,61 292
1235
© 0,44
(@]
c
«(©
£
O
3 02
< b
0,01 \

300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.17 - Espectro de absorcéo no UV-Vis da solugéo de acido drico 50,0 pmol L™ em PBS.

Fischer e colaboradores propuseram uma equacdo para determinar a
atividade fotodinamica (AF) dos FS por meio da foto-oxidacdo do &acido urico
(FISCHER et al., 1998). Porém, outros autores mostraram que a referida equacgao so
deve ser utilizada quando a fonte de iluminacdo empregada for monocromatica
(GEROLA et al., 2012).

Assim, neste estudo, o teste do acido urico foi utilizado apenas como um
teste qualitativo, verificando-se qual sistema FS/LED foi capaz de causar maior
decaimento de absorcdo da banda de maior intensidade do AU (292 nm). Quanto
maior a geracdo de 'O, maior sera o decaimento da banda de absorc&do do AU.

Foram realizados testes controle, onde se verificou que a solucédo de AU, no
tampdo fosfato utilizado, permaneceu estavel durante o tempo total dos
experimentos (60 minutos). Também foram realizados experimentos com a solucao
de AU submetida a iluminagdo com os LEDs verde e azul, para verificar se as fontes
de luz utilizadas causariam decaimento na banda do AU. Como esperado, nenhum
decaimento foi observado, uma vez que o AU absorve apenas na regido do UV.
Verificou-se também que a presenca dos derivados porfirinicos em solugéo de AU,

sem iluminagdo com LED, néo alterou o espectro de absorc¢ao do &cido urico.
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Com a intencéo de comparar a eficiéncia de geracdo de 'O, dos derivados
porfirinicos Nay[H(TDFSPP)], NasZn(TDFSPP)] e {NaijMn(TSPP)]}’, solucdes
contendo os FS e acido arico foram submetidas a iluminacdo com sistema de LED
azul e verde, e tiveram seus espectros de absorcdo analisados. Os resultados estéo
apresentados nas Figuras 4.18 a 4.20. O LED verde foi selecionado com base em
resultados satisfatérios, obtidos pelo grupo de pesquisa, para alguns derivados
porfirinicos (BALZER, 2010; SWIECH, 2010). Além disso, no presente estudo, 0s
resultados de foto-oxidagdo de BSA indicaram que os sistemas de LED verde e azul
apresentam resultados interessantes para aplicacdo, como fonte de luz, em TFD.
Assim, optou-se, por realizar os testes do AU, somente com os sistemas de LED

azul e verde.
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Figura 4.18 - Espectros de absor¢&o no UV-Vis da solu¢éo de Nay[H(TDFSPP)] 5,0 pmol L*
contendo &cido Grico 50,0 pmol L™ em PBS sob iluminacéo de LED (a) azul e (b) verde durante 60
min.
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Figura 4.19 - Espectros de absor¢do no UV-Vis da solucdo de Na,[Zn(TDFSPP)] 1,0 umol L™
contendo &cido Grico 50,0 umol L™ em PBS sob iluminacéo de LED (a) azul e (b) verde, durante 60
min.

Nas Figuras 4.18 e 4.19 observa-se que, para os derivados porfirinicos
Nas[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)], houve decaimento na banda do AU em 292
nm, que provavelmente se deve a oxidacdo deste composto pelo 'O, gerado, devido

a excitacdo dos FS pelos sistemas de LED verde e azul.
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Figura 4.20 - Espectros de absorcdo no UV-Vis da solucdo de {Nas[Mn(TSPP)J}* 5,0 pmol L™
contendo &cido Grico 50,0 umol L™ em PBS sob iluminacéo de LED (a) azul e (b) verde, durante 60
min e espectro expandido da banda do AU.
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Na presenca do derivado porfirinico {NajMn(TSPP)]}*, ndo houve reducdo
na banda do AU, indicando que este FS ndo produziu *O, (Figura 4.20). Além disso,
pode-se observar que ndo houve reducdo nas bandas Soret dos derivados
porfirinicos, demonstrando que estes ndo sofreram reac¢des de fotobranqueamento,
como pode ser observado nas Figuras 4.18, 4.19 e 4.20. Os valores das

porcentagens de decaimento da banda do AU estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Porcentagem de decaimento da banda de absorc¢éo do acido drico (292 nm) na presenca
dos derivados porfirinicos Nau[H(TDFSPP)] 5,0 umol L™, Nau[Zn(TDFSPP)] 1,0 umol L™ e
{Na,[Mn(TSPP)]}' 5,0 pmol L™ em PBS, irradiados com LED verde e azul durante 60 min.

Derivado Porfirinico
Nau[H,(TDFSPP)] Nau[Zn(TDFSPP)] (Nas[Mn(TSPP)I]
Mo % DMny % Mny %
LED (média) (média) (média)
Verde 0,18 31,009 0,27 45115 001 0902
Azul 0,25 43,8+ 3,6 0,19 314+39 001 21+0,1

AA, . = variacdo da intensidade da banda de absor¢cdo do AU em 292 nm, ap6s o tempo total de
irradiacao.

Dados da literatura indicam que derivados porfirinicos coordenados a ions
metélicos diamagnéticos, como Zn*', apresentam alto rendimento quantico de
oxigénio singlete (®,), decorrente do longo tempo de vida do estado triplete (z71) e
um, relativamente alto, rendimento quantico do estado triplete (®1). Porém,
complexos coordenados a metais paramagnéticos apresentam um valor de T+ muito
menor, apresentando baixo rendimento quantico de formacdo de oxigénio singlete
(DEROSA; CRUTCHLEY, 2002). Isso pode explicar o baixo decaimento na banda do
AU gquando se utilizou o derivado porfirinico {Nas[Mn(TSPP)]}*, uma vez que o ion
metéalico Mn** é paramagnético.

Maestrin e colaboradores calcularam a atividade fotodinamica (AF) de
hidroxinitrofenilporfirinas, por meio do teste do acido Urico, utilizando-se laser como
fonte de luz (A = 671 nm). Verificou-se que o composto 5,10,15,20-tetrakis(2-hidroxi-
5-nitrofenil)porfirina apresentou maior atividade fotodinAmica, obtendo-se AF = 138
(MAESTRIN et al., 2004).
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Membros do grupo de pesquisa calcularam a AF para diferentes sistemas
derivados porfirinicos/LEDs, por meio do teste do AU, utilizando-se a equacédo
elaborada por Fischer (BALZER, 2010; DOMARESKI, 2009; MENDES, 2008;
SWIECH, 2010). Porém, como j& dito, essa equacdo € vdlida somente quando a
fonte de luz utilizada for monocromatica, o que nao é o caso dos sistemas de LED.
Assim, no presente estudo, ndo foram calculadas as AF para os derivados
porfirinicos estudados. As comparacdes realizadas a seguir foram feitas em relacéo
a variacdo na banda de absorcao do &cido Urico, em 292 nm.

Os resultados obtidos no presente trabalho, para os derivados
Nas[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)], associados aos LED verde e azul, mostraram
gue estes sistemas apresentaram maior variagdo na banda de absorcdo do AU em
relacéo a outros sistemas FS/LED ja estudados pelo grupos de pesquisa (BALZER,
2010; DOMARESKI, 2009; SWIECH, 2010).

Domareski  realizou estudo semelhante utilizando o0  sistema
Na4[Zn(TSPP)]/LED verde, obtendo-se AAay =0,03 e AF = 4,5. Comparando-se 0s
resultados obtidos por Domareski, com os dados obtidos para o sistema
Nas[Zn(TDFSPP)]/LED verde (AAau = 0,27), pode-se notar que o derivado porfirinico
Na4[Zn(TDFSPP)] levou a uma reducdo na banda do AU (DOMARESKI, 2009). Este
resultado indica que o derivado porfirinico Nas[Zn(TDFSPP)] é capaz de produzir
maior quantidade de oxigénio singlete em relacdo ao Nay[Zn(TSPP)], e,
consequentemente, deve apresentar uma maior atividade fotodinamica.

Porém, a comparacéo da eficiéncia de producdo de oxigénio singlete nao
pode ser analisada apenas pela reducdo na banda do acido arico. O rendimento de
producdo de 'O, depende de fatores, como, por exemplo, o tipo de fonte de
irradiacdo empregada (mono ou policromatica), poténcia da fonte de luz, tempo total
de irradiacdo, absortividade molar do FS no comprimento de onda da irradiacéo,
sobreposicao espectral entre o FS e a fonte de luz empregada, e também da taxa de
fotobranqueamento dos FS. Uma sobreposi¢cdo maior entre o FS e a fonte de luz,
pode levar a uma maior quantidade de luz absorvida pelo FS, favorecendo os
processos fotoquimicos para producao de oxigénio singlete.

A Figuras 4.21 mostra a sobreposicdo espectral entre os derivados
porfirinicos Nay[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)] e os sistemas de LED verde e
azul. O derivado Nay[H2(TDFSPP)] associado ao sistema de LED verde e azul

apresentou maior sobreposicao espectral.
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Figura 4.21 - Sobreposicao espectral dos derivados porfirinicos (a) Nas[H2(TDFSPP)] e (b)
Nay[Zn(TDFSPP)] com os sistemas de LED (—) verde e (—) azul.

A porfirina [H2(TMPyP)] é um dos compostos mais investigados como
possivel FS para aplicacdo em TFD, e tem mostrado bons resultados (ALVES et al.,
2009; BANFI et al., 2006; KASSAB, 2009; QUIROGA; ALVAREZ; DURANTINI, 2010;
RAGAS; AGUT; NONELL, 2010; TITA; PERUSSI, 2001). Assim, o teste do AU foi
realizado com a porfirina [H2(TMPyP)], com a finalidade de comparar os valores de
porcentagem de degradacdo do AU. Utilizou-se as concentracdo de 1,0 pmol L™ e
5,0 umol L™, que foram as concentracdes testadas para os derivados porfirinicos
analisados. Os resultados estédo apresentados nas Figuras 4.22 e 4.23.

Observou-se um rapido decaimento na banda do AU na presenca da
porfirina [H2(TMPyP)], em ambas concentracdes, associada aos LEDs verde e azul.
A maior concentracdo da porfirina (5,0 pmol L™) levou rapidamente ao deslocamento
na banda do AU de 292 nm para 305 nm, sugerindo a completa oxidacdo da
molécula de AU e formacdo de uma nova espécie em solucdo. Os valores das
porcentagens de degradacdo da banda do AU na presenca de [Hx(TMPyP)] estdo

apresentados na Tabela 4.5.
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Figura 4.22 - Espectros de absorcéo no UV-Vis da solucdo de [Ho(TMPyP)] 1,0 pmol L™ contendo
acido arico 50,0 pmol L™ em PBS sob iluminacéo de LED (a) azul e (b) verde, durante 60 min.
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Figura 4.23 - Espectros de absorcdo no UV-Vis da solucdo de [H,(TMPyP)] 5,0 umol L™ contendo
acido trico 50,0 pmol L™ em PBS sob iluminagéo de LED (a) azul e (b) verde, durante 60 min.
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Tabela 4.5 - Porcentagem de decaimento da banda de absorc¢édo do acido drico (292 nm) na presenca
do derivado porfirinico [Ho(TMPyP)] nas concentracdes 1,0 e 5,0 umol L™, em PBS, irradiados com
LED verde e azul durante 60 min.

Derivado Porfirinico
[Ho(TMPYP)]
LED 1,0 pmol L? 5,0 pmol L™
JAVAVNTE % AAay. %
(média) (média)
Verde 0,33 582 +1,2 0,46 76,4+ 0,6
Azul 0,40 70,7+29 0,44 77,704

Mendes realizou estudo semelhante utilizando o sistema [H2(TMPyP)]/LED
vermelho, obtendo-se AAay = 0,05 (MENDES, 2008).

Por meio das Figuras 4.22 e 4.23 observa-se que, além da oxidacdo do AU,
a propria molécula de [H2(TMPyP)] sofreu decaimento em sua banda Soret, ou seja,
sofreu fotobranqueamento. Na concentracdo 1,0 pmol L* a porcentagem de
fotobranqueamento da porfirina foi de 14,5% (LED azul) e 8,2% (LED verde); e na
concentracdo 5,0 pmol L™ foi de 5,9% (LED azul) e 4,9% (LED verde).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.4, a porfirina
[Ho(TMPYP)] (5,0 umol L) associada aos sistemas de LED azul e verde foi
responsavel por maior decaimento da banda do AU, e, possivelmente, produz maior
quantidade de *O..

Os resultados obtidos com a porfirina [Ho(TMPyP)] mostram que este
composto leva a um maior decaimento na banda do AU se comparado com 0s
derivados porfirinicos Nas[H2(TDFSPP)], NasZn(TDFSPP)] e {NaijMn(TSPP)]}".
Porém a porfirina [H2(TMPyP)] sofreu fotobranqueamento, o que ndo ocorreu para

0s compostos investigados no presente estudo.
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4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO

45.1 Ensaio com Artemia salina

Por se tratar de um teste simples, rapido e de baixo custo, 0 ensaio com
Artemia salina foi realizado para analisar a toxicidade e a atividade fotodinamica dos
derivados porfirinicos sobre esses microcrustaceos. Para que os compostos sejam
biologicamente ativos o valo de sua DLsy deve ser minimo. O método anteriormente
empregado pelo grupo foi modificado para obtengédo de uma maior reprodutibilidade
(BALZER, 2010; SWIECH, 2010). Os parametros foram alterados com a intengéo de
manter os microcrustaceos em um ambiente propicio para seu desenvolvimento,
sem que as condi¢cdes do meio levassem a morte desses. Assim substituiu-se a
solucéo de cloreto de sédio por sal marinho, o pH foi regulado por meio de adicdo de
NaOH para ficar entre 8,0 e 8,5 e utlizou-se uma bomba para manter a
concentracdo de oxigénio constante. Decidiu-se investigar, primeiramente, o
composto [Hz(TMPyP)], uma vez que este ja foi bastante estudado pelo grupo de
pesquisa e por outros grupos (ALVES et al., 2009; BANFI et al., 2006; MENDES,
2008; SWIECH, 2010).

Os resultados obtidos no teste de toxicidade, avaliados por um periodo de 3
e 24 horas, estdo apresentados na Figura 4.24. De acordo com os dados, observa-
se que o derivado porfirinico [Ho(TMPyP)] apresentou toxicidade para a Artemia
salina, que aumentou com a concentracdo deste. Pode-se observar também que
essa toxicidade foi igual tanto para 3 como para 24 horas. Porém, os resultados
obtidos para o grupo controle auséncia de luz e auséncia de porfirina (L-P-)
apresentaram mortalidade igual as concentracées 1,0 e 10,0 pmol L™, sendo um

resultado ndo consistente.
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Figura 4.24 - Média de mortalidade de Artemia salina para solucées aquosas de [Ho(TMPyP)] em
diferentes concentracdes durante (*) 3 horas e (*) 24 horas, grupo L-P- (auséncia de luz e FS).

Além do ensaio de toxicidade também foram realizados testes de atividade
fotodindmica para avaliar a eficiéncia de diferentes concentracbes do composto
[H2(TMPyP)] associado aos sistemas de LED alaranjado, vermelho, verde e azul.
Porém, os resultados ndo foram reprodutiveis, sendo dificeis de serem
interpretados. Um dos resultados obtidos esta apresentado na Figura 4.25, onde
pode-se observar que para os sistemas de LED vermelho e alaranjado, a
concentragcdo do composto ndo apresentou linearidade de mortalidade com o
aumento da concentracdo. Além disso, apenas a presenca de LED vermelho foi
capaz de levar a uma mortalidade de aproximadamente 5% dos microcrustaceos. Ja
os sistemas de LED azul e verde apresentaram linearidade com o aumento da
concentracdo do composto. Porém, a porcentagem de mortalidade observada no
teste de toxicidade para o grupo L-P- (aproximadamente 4 %), invalida os resultados

obtidos para o teste de atividade fotodinamica sobre Artemia salina.
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Figura 4.25 - Média de mortalidade de Artemia salina para solucdes aquosas de [Hx(TMPyP)], em
diferentes concentracdes, associado aos sistemas de LED azul, vermelho, alaranjado e verde, grupo
L+P- (presenca de luz e auséncia de FS).

Devido a falta de reprodutibilidade entre os varios testes realizados, de
toxicidade e atividade fotodindmica sobre os microcrustaceos, os resultados obtidos

nos ensaios com Artemia salina nao foram considerados neste trabalho.

4.5.2 Avaliacéo de atividade fotodinamica em cultura de micro-organismo

A terapia fotodinamica antimicrobiana é uma interessante opcao terapéutica
para eliminacdo ou reducdo de micro-organismos patogénicos. Essa nova
modalidade de tratamento € bastante investigada atualmente, empregando-se
diferentes classes de FS e fontes de luz, na inativacdo de diferentes micro-
organismos, apresentando resultados promissores (CORMICK et al., 2009; COSTA
etal., 2011; GEROLA et al., 2011; ROLIM et al., 2012).

Zolfaghari e colaboradores observaram atividade fotodinamica significativa
sobre S. aureus meticilina resistente, em feridas de ratos, usando o sistema azul de
metileno/laser (ZOLFAGHARI et al., 2009).
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Cassidy, Donnelly e Tunney verificaram que doses sub-letais de PACT né&o
afetaram a susceptibilidade de S. aureus e P. aeruginosa a antibidticos
rotineiramente usados para tratamentos de infec¢bes causadas por essas bactérias.
Assim, concluiu-se que a PACT pode ser utilizada sozinha ou em combinagdo com
tratamentos com antibiéticos convencionais, sem que ocorra desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (CASSIDY; DONNELLY; TUNNEY, 2010). Desse modo, a
combinacdo desses tratamentos poderia ser (til para eliminagcdo mais significativa
de bactérias hospitalares.

Devido as interessantes propriedades fisico-quimicas dos derivados
porfirinicos Nas[H2(TDFSPP)] e Na4Zn(TDFSPP)], associados aos dispositivos de
LED verde e azul, ja investigadas neste trabalho, estes sistemas foram selecionados
para avaliar a eficiéncia fotodinamica sobre as bactérias patogénicas, S. aureus
ATCC e hospitalar. Os tempos foram escolhidos com base em resultados anteriores
do grupo e da literatura (ALVES et al.,, 2009; BANFI et al., 2006; CAMINOS,
DURANTINI, 2007; SWIECH, 2010).

Os resultados obtidos do nimero médio de UFC mL™ de S. aureus ATCC e
hospitalar para os diferentes grupos testados frente ao sistema
Nay[H2(TDFSPP)]J/LED azul estdo representados na Tabela 4.6. A analise estatistica
dos dados, apontado na Tabela 4.7, indicou que esse sistema apresenta efeito
fotodindmico sobre o nimero de micro-organismos apos o periodo de trés horas de
exposicado. Além disso, pode-se observar também que o periodo de uma hora de
exposicdo ao LED azul foi suficiente para causar redu¢cdo no numero de UFC das
cepas de S. aureus ATCC, obtendo-se um valor de p<0,001. Os dados podem ser
visualizados na Figura 4.26.

A partir dos dados analisados observou-se que a exposicdo por uma hora
nao foi suficiente para reducdo significativa no numero de UFC para a cepa
hospitalar, sugerindo que para essa bactéria, nas condi¢cdes testadas, o tempo de
exposicao foi determinante. Esse resultado era esperado uma vez que as bactérias
hospitalares apresentam alta resisténcia a varios antibiéticos. Porém, estudos
sugerem que essas bactérias podem ser eliminadas utilizando-se a PACT ou a
combinacdo entre PACT e administracdo de antibioticos (CASSIDY; DONNELLY;
TUNNEY, 2010; ZOLFAGHARI et al., 2009).
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Tabela 4.6 - Média de UFC mL™ das cepas de S. aureus ATCC e hospitalar, obtidas para os
diferentes grupos experimentais frente ao sistema Nay[H,(TDFSPP)]/LED azul.

GRUPOS
Cepa Tempo de exposicéo (1 hora) Tempo de exposicéo (3 horas)

L-P- L-P+ L+P- L+P+ 3L-P- 3L-P+ 3L+P-  3L+P+
S. aureus
(ATCC) 3,60x10°> 3,18x10° 3,16x10° 6,00x10° 2,04x10° 1,43x10° 2,02x10° 5,00x10*

S. aureus
(hospitalar) 1,07x10* 9,60x10° 1,03x10" 7,00x10° 8,25x10° 1,07x10® 8,05x10° 2,50x10"

Grupos: L-P- auséncia de luz e FS; L-P+ auséncia de luz e presenca de FS; L+P- presenca de luz e
auséncia de FS; L+P+ presenca de luz e FS.

Tabela 4.7 - Resultados da analise estatistica (ANOVA — Teste de Tukey) para os diversos grupos
referente ao sistema Nay[H(TDFSPP)]/LED azul.

Cepa Grupos p <0,05 Intensidade do efeito
L-P- vs L+P+ Sim ok
L-P- vs L+P- Nao ns
L-P- vs L-P+ Nao ns
S. aureus (ATCC) 3L-P- vs 3L+P+ Sim o
3L-P- vs 3L+P- Nao ns
3L-P- vs 3L-P+ Nao ns
L-P- vs L+P+ Nao ns
L-P- vs L+P- Nao ns
S. aureus (hospitalar) L-P-vs L-P+ Nao ns
3L-P- vs 3L+P+ Sim orx
3L-P- vs 3L+P- Nao ns
3L-P- vs 3L-P+ Nao ns

ns = ndo significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

(a) (b)
400 - 250 -~
300 - 200 1
150 -

8 200 - (Li

> D 100 -
100 - 0 4

0 T T T T 0 T T T T

L-P- L-P+ L+P- L+P+ L-P- L-P+ L+P- L+P+

Grupos Grupos

Figura 4.26 - Média de UFC dos diferentes grupos experimentais para as bactérias (a} S. aureus
ATCC e (b) S. aureus hospitalar, utilizando-se o sistema Nay[H(TDFSPP)] 1,0 pmol L™ / LED azul,
durante (=) 1hora e (=) 3 horas de iluminagéo.
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Os resultados do efeito antimicrobiano do sistema Nas[Zn(TDFSPP)]/LED
azul, estdo apresentados na Tabela 4.8. Pode-se observar que o derivado porfirinico
Nas[Zn(TDFSPP)] apresentou efeito fotodinamico significativo associado ao LED
azul (L+P+), somente apo6s 3 horas de irradiacdo, sobre as cepas bacterianas de S.
aureus ATCC e hospitalar (Tabela 4.9). A Figura 4.27 ilustra essas diferencas.

Tabela 4.8 - Média de UFC mL™ das cepas de S. aureus ATCC e hospitalar, obtidas para os
diferentes grupos experimentais frente ao sistema Nay[Zn(TDFSPP)]/LED azul.

GRUPOS
Cepa Tempo de exposicéo (1 hora) Tempo de exposicéo (3 horas)

L-P- L-P+ L+P- L+P+ 3L-P-  3L-P+  3L+P-  3L+P+

S. aureus
(ATCC) 3,83x10° 3,90x10° 3,85x10° 2,08x10° 5,25x10° 3,53x10° 1,98x10° 1,00x10°

S. aureus
(hospitalar) 8,80x10° 8,03x10° 6,15x10° 5,70x10° 9,43x10° 5,65x10° 3,75x10° 1,50x10°

Grupos: L-P- auséncia de luz e FS; L-P+ auséncia de luz e presenca de FS; L+P- presenca de luz e
auséncia de FS; L+P+ presenca de luz e FS.

Tabela 4.9 - Resultados da andlise estatistica (ANOVA — Teste de Tukey) para os diversos grupos
referente ao sistema Nay[Zn(TDFSPP)])/LED azul.

Cepa Grupos p <0,05 Intensidade do efeito
L-P- vs L+P+ Nao ns
L-P- vs L+P- Nao ns
L-P-vs L-P+ Nao ns
S. aureus (ATCC) 3L-P-vs 3L+P+ Sim .
3L-P-vs 3L+P- Nao ns
3L-P-vs 3L-P+ Nao ns
L-P- vs L+P+ Nao ns
L-P- vs L+P- Nao ns
S. aureus (hospitalar) L-P-vs L-P+ Nao ns
3L-P- vs 3L+P+ Sim *
3L-P- vs 3L+P- Nao ns
3L-P- vs 3L-P+ Nao ns

ns = ndo significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Figura 4.27- Média de UFC dos diferentes grupos experimentais para as bactérias (a) S.aureus ATCC
e (b) S.aureus hospitalar, utilizando-se o sistema NaJ[Zn(TDFSPP)] 1,0 umol L™ / LED azul, durante
(=) 1hora e (=) 3 horas de iluminacao.

Comparando-se a eficiéncia dos derivados porfirinicos Nas[H2(TDFSPP)] e
Nas[Zn(TDFSPP)], ambos associados ao LED azul, verificou-se que o primeiro
apresentou maior atividade fotodinamica, uma vez que, a intensidade do efeito
obtida apresentou um valor de p<0,001 sobre a S. aureus hospitalar e um valor de
p<0,01 sobre a S. aureus ATCC, apos trés horas de irradiacdo. Enquanto o derivado
Nay[Zn(TDFSPP)] apresentou um valor de p<0,05 para ambas as cepas, ap6s o
mesmo periodo de tempo. Além disso, para o composto Nay[H2(TDFSPP)] o tempo
de exposicdo de uma hora ja apresentou efeito fotodindmico significativo para as
cepas de S. aures ATCC (p<0,001).

As Figuras 4.28 a 4.31 ilustram as diferencas obtidas no numero de UFC das
bactérias S. aureus (ATCC e hospitalar), para o grupo controle, L-P-, em relacdo ao
grupo L+P+, para os sistema Nay[H2(TDFSPP)]/LED azul e Nay[Zn(TDFSPP)]/LED

azul.
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Figura 4.28 - Placas de Petri contendo unidades formadoras de coldnias de S. aureus ATCC, (a)
Controle auséncia de LED e derivado porfirinico (L-P-) (b) presenga do derivado porfirinico
Nau[Ho(TDFSPP)] 1,0 pmol L™ irradiado com LED azul durante 3 horas (L+P+).

Figura 4.29 - Placas de Petri contendo unidades formadoras de col6nias de S. aureus hospitalar, (a)
Controle auséncia de LED e derivado porfirinico (L-P-) (b) presenca do derivado porfirinico
Nau[H>(TDFSPP)] 1,0 pmol L™ irradiado com LED azul durante 3 horas (L+P+).
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Figura 4.30 - Placas de Petri contendo unidades formadoras de colénias de S. aureus ATCC, (a)
Controle auséncia de LED e derivado porfirinico (L-P-) (b) presen¢a do derivado porfirinico
Nas[Zn(TDFSPP)] 1,0 pmol L™ irradiado com LED azul durante 3 horas (L+P+).

Figura 4.31 - Placas de Petri contendo unidades formadoras de col6nias de S. aureus hospitalar, (a)
Controle auséncia de LED e derivado porfirinico (L-P-) (b) presenca do derivado porfirinico
Nau[Zn(TDFSPP)] 1,0 pmol L™ irradiado com LED azul durante 3 horas (L+P+).
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Com a intenc&o de comparar a eficiéncia dos sistemas de LED, 0os mesmos
derivados porfirinicos, Nas[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)], foram associados ao
LED verde. A atividade fotodinamica desses sistemas foi, entdo, investigada, sobre
as cepas de S. aureus ATCC e hospitalar.

As Tabelas 4.10 e 4.11 apresentam o numero médio de colbnias e a analise
estatistica, respectivamente, para o sistema NayH2(TDFSPP)]/LED verde. De
acordo com os dados, pode-se observar que esse sistema nao possui atividade
fotodinamica significativa para ambas as cepas de S. aureus investigadas. O mesmo
ocorreu para 0 sistema Nay[Zn(TDFSPP)]J/LED verde, cujos resultados estédo

apresentados nas Tabelas 4.12 e 4.13.

Tabela 4.10 - Média de UFC mL™ das cepas de S. aureus ATCC e hospitalar, obtidas para os
diferentes grupos experimentais frente ao sistema Nay[H,(TDFSPP)]/LED verde.

GRUPOS
Cepa Tempo de exposicéo (1 hora) Tempo de exposicéo (3 horas)

L-P- L-P+ L+P- L+P+  3L-P-  3L-P+  3L+P-  3L+P+

S. aureus
(ATCC) 2,09x10° 2,48x10° 3,08x10° 2,28x10° 1,74x10° 2,43x10° 2,55x10° 2,25x10°

S. aureus
(hospitalar) 8,85x10° 1,02x10" 1,03x10" 5,48x10° 5,63x10° 4,78x10° 6,83x10° 1,20x10°

Grupos: L-P- auséncia de luz e FS; L-P+ auséncia de luz e presenca de FS; L+P- presenca de luz e
auséncia de FS; L+P+ presenca de luz e FS.

Tabela 4.11 - Resultados da analise estatistica (ANOVA — Teste de Tukey) para os diversos grupos
referente ao sistema Nay[H(TDFSPP)]/LED verde.

Cepa Grupos p <0,05 Intensidade do efeito
L-P- vs L+P+ Nao ns
L-P- vs L+P- Nao ns
L-P- vs L-P+ Nao ns
S. aureus (ATCC) 3L-P- vs 3L+P+ N&o ns
3L-P-vs 3L+P- Nao ns
3L-P-vs 3L-P+ Nao ns
L-P- vs L+P+ Nao ns
L-P- vs L+P- Nao ns
S. aureus (hospitalar) L-P-vs L-P+ Nao ns
3L-P- vs 3L+P+ Nao ns
3L-P- vs 3L+P- Nao ns
3L-P- vs 3L-P+ Nao ns

ns = nao significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Tabela 4.12 - Média de UFC/mL das cepas de S. aureus ATCC e hospitalar, obtidas para os
diferentes grupos experimentais frente ao sistema Nay[Zn(TDFSPP)]/LED verde.

GRUPOS
Cepa Tempo de exposicéo (1 hora) Tempo de exposicéo (3 horas)

L-P- L-P+ L+P- L+P+ 3L-P- 3L-P+ 3L+P-  3L+P+
S. aureus
(ATCC) 7,08x10° 5,58x10° 8,22x10° 2,88x10° 4,50x10° 5,65x10° 5,46x10° 5,50x10°

S. aureus
(hospitalar)
2,15x10° 2,38x10° 3,08x10° 1,98x10° 1,65x10° 2,33x10° 2,55x10° 7,50x10°

Grupos: L-P- auséncia de luz e FS; L-P+ auséncia de luz e presenca de FS; L+P- presenca de luz e
auséncia de FS; L+P+ presenca de luz e FS.

Tabela 4.13 - Resultados da andlise estatistica (ANOVA — Teste de Tukey) para os diversos grupos
referente ao sistema Nay[Zn(TDFSPP)]/LED verde.

Cepa Grupos p <0,05 Intensidade do efeito

L-P- vs L+P+ Nao ns

L-P- vs L+P- Nao ns

L-P- vs L-P+ Nao ns

S. aureus (ATCC) 3L-P- vs 3L+P+ No ns
3L-P- vs 3L+P- Nao ns

3L-P- vs 3L-P+ Nao ns

L-P- vs L+P+ Né&o ns

L-P- vs L+P- Né&o ns

. L-P- vs L-P+ Nao ns

S. aureus (hospitalar) 3L-P- vs 3L+ P+ NEo Ns
3L-P- vs 3L+P- Nao Ns

3L-P- vs 3L-P+ Nao Ns

ns = ndo significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Assim, os resultados do presente trabalho indicam que o LED azul é mais
eficiente em relacdo ao verde, levando a uma significativa redu¢cdo no numero de
UFC de S. aureus ATCC e hospitalar, associado a ambos os derivados porfirinicos
analisados, sendo que o sistema Nay[H(TDFSPP)J/LED azul apresentou maior
atividade fotodinamica, indicando que podera ser aplicado, com éxito, em PACT.

Os resultados mostraram ainda, que os derivados pofirinicos na auséncia
de luz (L-P+) e a irradiacdo com LED na auséncia do FS (L+P-) ndo apresentaram
reducdo significativa no numero de cepas bacterianas nos intervalos de tempo
testados.

Estudos demonstram que varios derivados porfirinicos, tem potencial para

serem usados com sucesso para inativar diferentes espécies de micro-organismos,
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e indicam que porfirinas catidnicas sdo mais ativas que as anionicas ou neutras na
destruicdo de bactérias (ALVES et al., 2009; CORMICK et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2009).

Oliveira e colaboradores estudaram a eficiéncia de derivados porfirinicos
neutros e catibnicos empregando-se, como fonte de Iluz, lampada de
guartzo/halogénio de 250 W (400-800 nm) para inativacdo do Bacillus cereus,
utilizado como modelo de bactéria enddsporo. Eles verificaram que o FS neutro,
mono e dicatiénico levaram a uma insignificante inativacdo da bactéria. Por outro
lado, os derivados porfirinicos tri- e tetra-catidbnico apresentaram bons resultados
(OLIVEIRA et al., 2009).

Cormick e pesquisadores investigaram a atividade fotodinamica de
derivados porfirinicos cationicos associados a uma lampada de 150 W, sobre a
levedura Candida albicans, e empregaram a porfirina [H2(TSPP)], como modelo de
FS anibnico. Eles verificaram que a porfirina anidnica ndo mostrou significante
inativacdo para a cultura de C. albicans. Eles concluiram que a baixa atividade
fotodinamica da [H2(TSPP)] se deve a fraca ligacao entre a porfirina e as células da
levedura. Por outro lado, as porfirinas catidbnicas mostraram-se eficientes,
apresentando alta afinidade por células de C. albicans (CORMICK et al., 2009).

Apesar de ser um estudo inicial, e dos resultados da literatura apontarem a
baixa eficiéncia fotodinamica de derivados porfirinicos anionicos, os resultados do
presente estudo, indicam que, o sistema, NasH2(TDFSPP)]/LED azul apresenta
atividade fotodindmica sobre as cepas de S. aureus, de origem ATCC e hospitalar.

Com relacédo aos sistemas de irradiacdo, dados da literatura indicam que os
sistemas de LED podem ser eficientes para uso em PACT, apresentando resultados
satisfatorios (COSTA et al., 2011; GEROLA et al., 2011; GOIS et al., 2010; PELOI et
al., 2008). Peloi e colaboradores verificaram que a utilizagcdo de LED vermelho (Amax
= 663 nm) associado ao corante azul de metileno (AM) apresentou efeito
fotodindmico contra cepas de S.aureus ATCC. Os autores concluiram que a
vantagem na utilizacdo do LED se deve a sobreposicdo espectral entre a emisséo
deste e o espectro de absorcdo do AM (PELOI et al., 2008).

Costa e colaboradores verificaram que as cepas de Candida albicans e
Candida dubliniensis foram significativamente reduzidas por meio da PACT,

empregando-se o0 composto eritrosina e LED verde (COSTA et al., 2011).
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Gerola e colaboradores investigaram o uso da PACT, utlizando como FS
derivados de clorofila associados ao LED vermelho (Amax~ 660 nm) para inativacéo
dos micro-organismos S. aureus, E. coli e C. albicans. Os autores concluiram que o
FS que apresentou maior rendimento de oxigénio singlete foi o responsavel por
maior atividade fotodinamica frente aos micro-organismos (GEROLA et al., 2011).

No presente trabalho, verificou-se que o LED azul apresentou eficiéncia
fotodindmica apenas associado aos derivados porfirinicos (L+P+), ndo apresentando

efeitos térmicos significativos (L+P-) contra as cepas bacterianas investigadas.
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4.6 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS RESULTADOS

Os resultados dos experimentos para determinacdo da absortividade molar
indicaram que o0s compostos ndo estdo agregados na faixa de concentracdo
utilizada. Os dados obtidos no teste de fotobranqueamento mostraram que o0s
derivados porfirinicos apresentaram-se estaveis quando irradiados com diferentes
sistemas de LED nas condicdes testadas.

Os testes com a proteina BSA e com &cido uUrico (AU) indicam que os
sistemas FS/LED investigados sdo capazes de produzir espécies reativas de
oxigénio (EROs). Assim, a estabilidade dos compostos pode ser explicada pela
baixa tendéncia de interacdo quimica entre as EROs e os derivados porfirinicos
estudados. Esta caracteristica € interessante para aplicacdo destes compostos em
Terapia Fotodinamica, uma vez que, as EROs geradas ficam livres para reagir
apenas com as ceélulas alvo, possibilitando um aumento do efeito fotodinamico.

Os resultados obtidos no teste do AU indicaram que o0s sistemas
investigados sdo capazes de gerar oxigénio singlete, levando uma diminuicdo na
banda de absorcdo do AU. Porém, esse teste foi qualitativo, indicando apenas se 0s
sistemas investigados s&o capazes de gerar '0,. Assim, uma pequena diferenca na
porcentagem de degradacdo de AU, ndo mostra, necessariamente, que um sistema
apresente uma maior eficiéncia fotodinamica.

Os dados obtidos nos experimentos de foto-oxidacdo de BSA também
indicaram que os derivados porfirinicos analisados apresentaram acao fotodinamica
quando irradiados com LED, exceto o derivado porfirinico {NaijMn(TSPP)]}", que
mostrou baixa constante de foto-oxidacdo de BSA. Os valores das constantes de
foto-oxidacdo de BSA obtidas para o0s compostos Nay[H(TDFSPP)] e
Na4[Zn(TDFSPP)], utilizando- se os LEDs verde e azul, sdo comparaveis aos
descritos na literatura para outros compostos, inclusive para farmacos ja usados
clinicamente em TFD, apontando, que estes podem ser eficientes quando utilizado
em terapia fotodinamica.

A eficiéncia fotodinamica dos sistemas FS/LED foi comprovada por meio dos
ensaios microbilégicos, uma vez que os sistemas Nay[H.(TDFSPP)J/LED azul e
Na4[Zn(TDFSPP)]/LED azul apresentaram atividade fotodinadmica sobre cepas de S.
aureus hospitalar e ATCC, sendo que o sistema Nay[H2(TDFSPP)]/ LED azul

mostrou-se mais eficiente.
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5 CONCLUSAO

Os derivados porfirinicos  NayH2(TDFSPP)], Nas[Zn(TDFSPP)] e
{Nasj[Mn(TSPP)]}" ndo apresentaram alteragdes significativas nos espectros de
absorcao no UV-Vis quando irradiados com sistemas de LED alaranjado, vermelho,
verde e azul, indicando que séo fotoestaveis nas condicdes testadas.

Os sistemas FS/LED estudados levaram a oxidagéo da proteina BSA, exceto
para o derivado porfirinico {NajMn(TSPP)]}’, que apresentou baixa degradacio
desta, quando irradiado com os diferentes LEDs utilizados. Os valores das
constantes de foto-oxidagcdo obtidos, assim como os resultados do teste de acido
arico, para os compostos Nay[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)], utilizando- se os
LEDs verde e azul, indicam que estes compostos podem ser eficientes em terapia
fotodinamica.

Ambos os sistemas, Nay[H2(TDFSPP)]/LED azul e Nas[Zn(TDFSPP)]/LED
azul, apresentaram atividade fotodinamica antimicrobiana, promovendo significativa
reducdo no numero de UFC das cepas de S. aureus ATCC e hospitalar, sendo que o
sistema Nay[H2(TDFSPP)]J/LED azul apresentou maior atividade fotodinamica.

Os resultados obtidos para os sistemas Nay[H,(TDFSPP)J/LED azul e
Na4[Zn(TDFSPP)]/LED azul mostram que estes sistemas poderdo ser aplicados em
Quimioterapia Fotodinamica Antimicrobiana e estimulam a realizacdo de outros

experimentos para avaliacdo complementar da atividade fotodinamica.
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