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RESUMO

Neste trabalho investigaram-se as propriedades dos compostos 5, 10, 15, 20
tetrakis (2,6-difluoro-5-sulfonatofenil)porfirina de sdédio, Nas[H(TDFSPP)], e 5, 10,
15, 20 tetrakis (2,6-difluoro-5-sulfonatofenil)porfirinato zinco (II) de sédio,
Nay[Zn(TDFSPP)], visando aplicabilidade como fotossensibilizadores em Terapia
Fotodinamica (TFD). Utilizaram-se sistemas de LED em diferentes faixas de
emisséao, alaranjado, verde e vermelho para irradiacdo das amostras. As reacdes de
fotobranqueamento foram estudadas através da analise da absor¢cdo molecular UV-
Visivel irradiando-se as amostras com sistemas de LED durante uma hora.
Observou-se que 0os compostos sao fotoestaveis. A geracdo de oxigénio singlete foi
analisada através do teste de acido uarico, observando-se, que 0s compostos
geraram oxigénio singlete, a zinco porfirina apresentou uma maior eficiéncia na
geracdo da espécie reativa. A capacidade de agregacdo em diferentes proporgoes
do sistema agua/etanol foi analisada com as técnicas de absor¢cdo molecular UV-
Visivel e emissdo de fluorescéncia, os resultados indicaram que ndo ocorreu
formacdo de agregados para os compostos nas condicdes analisadas. A acao
fotodindmica dos compostos foi analisada através de ensaios in vitro com o
microcrustaceo Artemia salina e com 0s micro-organismos Candida albicans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Através da analise dos resultados obtidos
nos testes com Artemia salina conclui-se que para os dois compostos e para os trés
sistemas de LED, a maior percentagem de mortalidade ocorreu nos testes com
associacdo do composto e irradiacdo. Isso indica que houve atividade fotodinamica
dos sistemas utilizados. Os resultados obtidos nos testes para avaliar a atividade
fotodinamica dos compostos para inativacdo de micro-organismos mostraram que o
tempo de iluminacdo nao influenciou no nimero de unidades formadoras de colonia
(UFC) de micro-organismos. Os menores valores de UFC foram observados para 0s
sistemas com associacdo de composto e iluminacéo, ou seja, observou-se atividade
fotodindmica. Assim, os resultados demonstram que 0S compostos apresentam
potencial para serem aplicaveis em Terapia Fotodinamica.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica. Compostos porfirinicos. Micro-organismos.



ABSTRACT

The properties of compounds 5, 10, 15, 20-tetrakis (2,6 difluor-5-sulfonatophenyl)
sodium porphyrin, Nay[H2(TDFSPP)], and 5, 10, 15, 20-tetrakis (2,6 difluor-5-
sulfonatophenyl) sodium porphyrinate zinc (II), Nas[Zn(TDFSPP)], were investigated
with the objective of using them as photosensitizers in Photodynamic Therapy (PDT).
LED systems were used at different emission bands, orange, green and red for
irradiation of samples. Photobleaching reactions were studied through the molecular
absorption analysis UV-Visible, irradiating samples with LED systems for one hour. It
was observed that compounds are photostable. Oxygen singlet generation was
analyzed through the uric acid test, and it was observed that the compounds
generated oxygen singlet. Zinc porphyrin presented higher efficiency in the
generation of the reactive species. Aggregation at different proportions of the
water/ethanol system was evaluated with UV-Visible techniques and fluorescence
emission. Results indicated that there was no formation of aggregates for the
compounds in the conditions analyzed. The photodynamic action of compounds was
analyzed through in vitro analysis with brine shrimp Artemia salina and the
microorganisms Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Through the analysis of results obtained in tests with Artemia salina, it was
concluded that for both compounds and for the three LED systems, the highest
percentage of death occurred in tests with association of compound and irradiation,
which indicates photodynamic activity in the systems employed. Results obtained in
the tests to evaluate photodynamic activity of compounds for inactivation of
microorganisms revealed that lighting time did not influence the number of colony
forming units (UFC). The lowest UFC values were observed for the systems with
association of compounds and light, that is, there was photodynamic activity. Thus,
results demonstrated that the compounds present potential to be used in
Photodynamic Therapy.

Key words: Photodynamic Therapy, Porphyrin compounds, Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Um tumor caracteriza-se pelo crescimento anormal de tecidos e células, pode
ser considerado como maligno (cancer) ou benigno. As espécies de cancer mais
comum no Brasil sdo cancer de mama, colo uterino, colon e reto, préstata, pulméo e
es6fago (GUERRA; GALLO; MENDONCGCA, 2005).

Tratamentos e terapias tradicionais, como radioterapia, quimioterapia e
cirurgia sado utlizados para o tratamento dessas doencas, sendo tratamentos
invasivos com geracao de efeitos colaterais. Dessa forma, a Terapia Fotodinamica
(TFD) vem se tornando uma ferramenta muito Util no tratamento de diversos tipos de
cancer e outras doencas ndo-malignas, como inativacao de virus, bactérias e fungos
(MARTINEZ, 2007).

A TFD é uma técnica minimamente invasiva que consiste na administracao
topica ou sistémica de um fotossensibilizador, que normalmente concentra-se nas
células afetadas, seguido de exposicdo a radiacdo na faixa de 600 a 750 nm ,0 que
promove a destruicdo de tecidos anormais em regides localizadas, gerando espécies
altamente reativas, como oxigénio singlete, provocando a morte celular. Os efeitos
toxicos da TFD ficam restritos apenas na regido irradiada, diferentemente dos
tratamentos tradicionais, como a intervencado cirurgica, quimioterapia e radioterapia
(HILL, 1992; FREITAS, 1991).

O estudo de porfirinas como farmacos e fotossensibilizadores, tem
aumentado devido as suas propriedades como afinidade por tecidos tumorais,
atividade fotodinamica e absorcdo espectral em regiées onde tecidos bioldgicos séo
relativamente transparentes (ENGELMANN, 2005).

As porfirinas sdo estruturas que se encontram associadas a diversas
proteinas atuando em sistemas biologicos. Em seres vivos, inUmeros processos
bioquimicos séo realizados por proteinas associadas a porfirinas. A biossintese de
porfirinas, para a qual a glicina é precursora, € de extrema importancia devido ao
papel do ndcleo de porfirina em proteinas heme, como a hemoglobina e a

mioglobina, nas quais o fon Fe? tem a funcdo de ligar uma molécula de Oy,
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possibilitando o seu transporte na corrente sanguinea (MURRAY; GRANNER;
RODWELL, 2003).

1.1 Porfirinas

As porfirinas encontram-se em varios sistemas bioquimicos, distribuidas pelo
reino animal e vegetal, onde sédo formadas a partir de substancias relativamente
simples. S&o responsaveis por processos vitais como transporte e armazenamento
de oxigénio (hemoglobina e mioglobina), respiracdo celular, cadeia de transporte de
elétrons (citocromo C), catalise de reacdes de hidroxilacbes e epoxidacbes
(citocromo P-450). As porfirinas estdo presentes na natureza principalmente na
forma combinada, ocorrendo em pequenas quantidades na forma livre
(STERNBERG; DOLPHIN, 1998).

A estrutura de macrociclos das porfirinas foi proposta, pela primeira vez, por
Kuster em 1912 e, posteriormente, Hans Fischer (pai da Quimica Moderna das
porfirinas), em 1929 (MILGROM, 1997).

As porfirinas sdo constituidas essencialmente por quatro anéis pirrélicos ligados
entre si, através de uma ponte metinica, ocasionando a formacdo de um macrociclo
(Figura 1) (STERNBERG; DOLPHIN, 1998).

Figura 1 - Estrutura do anel porfirinico.


http://www.google.com.br/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Victor+W.+Rodwell%22

20

As diferengas estruturais dos derivados porfirinicos sdo decorrentes do
namero de insaturacdes nos anéis, como também da composicdo das cadeias
laterais que se encontram junto aos anéis pirrolicos (STERNBERG; DOLPHIN,
1998).

Duas classes importantes de derivados de porfirinas sao as clorinas e as
bacterioclorinas. As clorinas apresentam um dos anéis pirrélicos reduzido, enquanto
nas bacterioclorinas tém-se dois anéis reduzidos, conforme apresentado na Figura 2
(STERNBERG; DOLPHIN, 1998).

(@) (b) (©)

Figura 2 - Estrutura do anel porfirinico (a) da clorina (b) e da bacterioclorina (c).

A diferenca no niumero de insaturacées do anel porfirinico faz com que as
clorinas e bacterioclorinas possuam alta absor¢cdo de luz na regido de 600 nm,
regido de banda de absorc¢éo proibida por simetria nas porfirinas (SOARES, 2006).

Alguns compostos porfirinicos possuem uma alta hidrofobicidade, sobretudo na
forma base livre, sendo interessante sua utilizacdo para a TFD, pois a menor
compatibilidade com a agua implica geralmente, maior afinidade por tecidos
celulares. Por outro lado, tal propriedade faz com que ocorra grande tendéncia a
esses compostos se autoagregarem em solugcdes aquosas (DEDA; IMASATO;
TOMINAGA, 2006). A autoagregacdo de porfirinas gera espécies pequenas,
chamadas de dimeros e trimeros e também agregados grandes, chamados
poliméricos. Esse estado afeta as propriedades energéticas e espectrais,

ocasionando a reducédo no tempo de vida dos estados excitados e o rendimento
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quantico de formacao de oxigénio singleto, consequentemente reduzindo a eficacia
em Terapia Fotodindmica. Também essa agregacdo pode ocasionar a precipitacdo
do farmaco utilizado com perdas de materiais e até mesmo ocorrer obstrucdo de
artérias do corpo humano. Por esse motivo, a autoagregacao de farmacos deve ser

evitada em aplicacbes de Terapia Fotodinamica (BONNETT, 1995).

1.1.1 Nomenclatura

As porfirinas apresentam um macrociclo central com 20 atomos de carbono e 4
atomos de nitrogénio, além de grupos substituintes ao redor do anel. A nomenclatura
da IUPAC numera todos os &tomos, incluindo os atomos de nitrogénio, foi
introduzida em 1979 e concluida em 1987 (Figura 3) (MILGROM, 1997).

17 15 13

Figura 3 - Estrutura do anel porfirinico com numeragéo, segundo a IUPAC.

As posicdes 5, 10, 15 e 20 correspondem aos carbonos metinicos e séo
denominados “carbonos em posicado meso”. Os atomos das posicoes 2 e 3; 7 e 8; 12

e 13; 17 e 18 recebem a denominagao de “carbonos nas posigdes B-pirrdlicas”. Uma
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porfirina sintética com quatro substituintes em todas as posi¢cdes meso € chamada
de meso-a,B,y,0 (Figura 4) (MILGROM, 1997).

oL

4 N\

® Carbonos em posi¢ao a
5 B | ® Carbonos em posigéo B

® Carbonos em posigédo meso-a,[3,y,6

Y

Figura 4 — Sistema de numeracédo do anel porfirinico de Fisher.

Porfirinas, as quais apresentam atomos de hidrogénio ligados aos de
nitrogénios nas posi¢des 21 e 23, chamam-se “bases livres”. A adicdo de protons
aos nitrogénios das posicbes 22 e 24 da origem a forma diacida e a remocao dos
hidrogénios das posicbes 21 e 23 da origem a forma dibasica. As porfirinas que
apresentam a substituicdo desses hidrogénios por um metal coordenado pelos
quatro nitrogénios sdo chamadas de metaloporfirinas (MILGROM, 1997).

Nas porfirinas naturais, geralmente, ocorre a substituicdo de atomos de
hidrogénio por residuos de metil, etil, vinil, acetil e propionil, ligados nas posicées 2,
3,7,8,12, 13,17 e 18. Em seres vivos, geralmente as porfirinas sdo encontradas na
forma de metalocomplexos, onde o fon Fe** é o centro metalico mais comumente
encontrado. As porfirinas que apresentam substituintes do tipo alifaticos séo
denominadas alquilporfirinas e se o0s substituintes forem aromaticos, recebem a
denominacéo de arilporfirinas (KOOLMAN; ROEHM, 2005; DOLPHIN; TRAYLOR,
XIE, 1997).

O prefixo “tetrakis” €& utilizado quando as porfirinas possuem quatro
substituintes iguais nas posicbes meso do anel (5, 10, 15, e 20), se esses
substituintes forem aromaticos, eles podem possuir heteroatomos como substituintes
nas posicoes orto, meta e para (DOLPHIN; TRAYLOR; XIE, 1997; MILGROM, 1997).
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1.1.2 Caracteristicas espectrais

As porfirinas apresentam-se como macrociclos aromaticos, que apresentam,
em sua estrutura dezoito elétrons © ressonantes e quatro anéis pirrolicos planares
(ESSIAS, 1986).

As porfirinas, de forma geral, possuem baixa solubilidade em agua e solventes
organicos. A insolubilidade relativa é atribuida & nuvem =, e a solubilidade em
solventes organicos pode ser elevada, inserindo-se grupos alquila ao redor do anel
porfirinico. A solubilidade em &gua pode ser elevada, inserindo-se grupos polares.
As forcas de Van der Waals podem levar a autoagregacao (DOVIDAUSKAS, 2001;
PARKER, 1968).

As porfirinas apresentam transi¢cOes eletronicas =1 — ©n* que originam uma banda
de absorcdo na regido de 400nm a 440nm, que é conhecida como banda Soret ou
banda B e usualmente quatro bandas Q na regido do visivel. A banda Soret pode ser
atribuida a transicdo do orbital molecular de alta energia (HOMO), ay, , para o orbital
desocupado de menor energia (LUMO) sendo e4. As bandas Q para simetria D, séo
atribuidas as transicées do orbital a,, para os niveis vibracionais 0 e 1 do orbital
excitado e4, resultando em duas bandas Q. As bandas Q sé&o representadas na
ordem decrescente de energia, Qy (1,0); Qy (0,0); Qx (1,0); Qx (0,0) séo originadas na
transicdo © — ©* com simetria das bases livres (D2n) (GOUTERMAN, 1961).

As outras bandas apresentam maximos de absor¢do na regido de 500 nm a 650
nm, que apresentam absortividades em torno de dez vezes menores que a banda
Soret. As bandas Q sdo menos intensas devido as transicbes proibidas e séo
divididas nas transicbes Qx e Qy e seu comportamento estd associado com a
estrutura vibracional. Nas porfirinas coordenadas a metais divalentes, as bandas Q
séo convertidas em duas bandas o e B (DOVIDAUSKAS, 2001; PARKER, 1968;
KAIM; SCHWEDERSKI, 1994).

As metaloporfirinas e as porfirinas diprotonadas possuem simetria (D4n) € um
namero menor de bandas Q, sendo Q(1,0) e Q(0,0) em ordem decrescente de

energia. As bandas Q para simetria D4, Sd0 atribuidas as transicdes do orbital a,
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para os niveis vibracionais O e 1 do orbital excitado e4 resultando em duas bandas Q
(ESSIAS,1986).

Quando sao inseridos ions metalicos pouco eletronegativos no anel porfirinico,
como Zn (Il), ocorre deslocamento batocrémico da banda Soret. A caracterizacdo de
porfirinas e metaloporfirinas séo realizadas por espectroscopia eletrbnica na regiao
do UV-Visivel (KAIM; SCHWEDERSKI, 1994). A Figura 5 apresenta o peffil
espectral da porfirina Nas[H2(TDFSPP)] base livre e metalada com Zn, com suas

respectivas bandas de energia.
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Figura 5 - Espectros eletronicos da Nay[H,(TDFSPP)] (----) e da Na,[Zn(TDFSPP)] (----) em agua.

1.1.3 Metaloporfirinas

As porfirinas possuem a propriedade de se complexarem com um cation
metalico no centro do anel porfirinico, sendo conhecido como processo de
metalacao e durante esse processo ocorre uma mudanca significativa na simetria do
anel porfirinico, formando quelatos ou complexos muito estaveis. Dessa forma, os
pigmentos pirrélicos exercem suas fungdes mais importantes nos organismos Vvivos
(KAIM; SCHWEDERSKI, 1994).

As metaloporfirinas biologicamente importantes utilizam os ions ferro, magnésio
e cobalto, dentre outros presentes na natureza. O ferro esta presente na

hemeproteina, onde os complexos de ferro sdo conhecidos como grupo heme. O
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magnésio pode ser encontrado na clorofila e o cobalto presente na vitamina B12
(DOLPHIN, 1997).

A porfirina metalada perde a planaridade e passa a ter conformacédo em forma
de cela. As metaloporfirinas apresentam atividade catalitica e atuam em reacdes de
oxidacdo e reducdo, desempenham importantes papéis como catalisadores em
sistemas bioldgicos, como o citocromo P450, que metaboliza diferentes substratos e
processa materiais xenobidticos gerando metabdlitos hidroxilados, que sdo mais
facilmente excretados (PAULA; WALTERS, 1995).

A incorporacdo de um atomo de metal, no centro do nucleo porfirinico, altera
suas propriedades, que podem ser verificadas no espectro de absorcéo,
fluorescéncia e solubilidade das porfirinas e respectivos complexos metélicos
(PAULA; WALTERS, 1995).

A conformagéo do anel e a estabilidade da metaloporfirina s&o influenciadas
pelo tamanho do cation, o raio dos ions vanadilo, ferro (Ill) e cobre (II) séo 60 pm, 65
pm e 73 pm, respectivamente. Os ions vanadilo e ferro sdo considerados de
tamanho ideal para a formacdo de metaloporfirinas que podem ser encontradas em
sistemas naturais. Metaloporfirinas de cobre apresentam raio consideravelmente
grande, e ndo sao encontradas na natureza (KAIM; SCHWEDERSKI, 1994).

1.2 Fototerapia

A fototerapia utiliza a luz visivel ou de uma regido proxima do visivel em
terapias, podendo ser subdividida em direta, ou seja, sem administracdo de um
sensibilizador, e indireta, que ocorre com administracdo de um sensibilizador. Na
fototerapia direta, a absorcéo de luz por moléculas do organismo, podem conduzir a
reacdes bioquimicas especificas ou podem afetar todo o metabolismo celular. A
fototerapia indireta trata-se de uma modalidade de tratamento que emprega a
combinacdo da luz e um fotossensibilizador para obter um efeito citotoxico esperado
(CARLOS, 2007).

A fototerapia direta ocorre quando moléculas biolégicas absorvem luz e sofrem
alteracdes, dentre as quais proteinas e &cidos nucleicos. A ocorréncia de absorcéo

de luz pelo DNA pode ocasionar mudangas com consequente regulacdo de suas
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funcBes biolégicas. As mudancas provocadas pela absor¢do de luz UV nas
estruturas secundéria e terciaria sado induzidas pela variacdo das bases que
constituem o DNA. A variacdo da densidade super-helicoidal do DNA é decorrente
da afinidade entre o DNA e as proteinas em uma sequéncia de interacdes
especificas, dessa forma a modificacdo de parametros como conformacéo helicoidal
ou angulo entre as bases sédo importantes na regulacdo de fungbes biolégicas das
proteinas (SOARES, 2005; CARLOS, 2007; STERENBORG et al., 1996).

A fototerapia indireta ocorre quando efeito € ocasionado por um
fotossensibilizador, que atua como absorvedor efetivo da luz empregada no
tratamento fototergpico. ApOs a ocorréncia da absorcdo da luz pelo
fotossensibilizador, tem-se a formacdo de um estado excitado, que é o estado
reativo responsavel pelo efeito terapéutico. A desativacdo do estado excitado ocorre
através de varios processos, com a ocorréncia de transformacao do préprio farmaco
ou através de reacbes de transferéncia de elétrons ou energia com moléculas
endogenas (STERENBORG et al., 1996).

Outro aspecto importante da fototerapia indireta € a utilizacdo de
fotossensibilizadores para o diagnéstico de tumores através da emissdo de
fluorescéncia, sendo uma técnica baseada na propriedade de acumulacdo seletiva
em tecidos tumorais de fotossensibilizadores, que interagem com os tecidos e
apresentam emissdo de fluorescéncia, como ocorre com algumas porfirinas. A
Terapia Fotodinamica € um tipo de fototerapia indireta que faz uso de um
fotossensibilizador e luz visivel (STERENBORG et al., 1996).

Para cada tipo de tratamento é necessario a analise do efeito fotobiolégico da
radiacdo utilizada durante o diagndstico e o tratamento através da fototerapia, sendo
necessario um conhecimento exato da sensibilidade espectral do meio bioldgico e
do efeito fotobiolégico no tratamento (ROVERS et al.,1999).

Em seres humanos, encontram-se varias moléculas capazes de absorver luz,
sendo o motivo pelo qual deve-se ter um controle exato da luz que esta sendo
absorvida pelas moléculas, evitando uma possivel ocorréncia de reacdes de
transferéncia de elétrons ou de energia indesejaveis. Um exemplo de molécula que
absorve luz na regido UV podendo ocasionar a clivagem de suas ligacdes e
consequentes mutacdes € o DNA (ROVERS et al., 1999).
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1.2.1 Aspetos histéricos da TFD

As civilizagdes antigas, como as do Egito, india e China, utilizavam a acdo
fotodinamica pela ingestdo das plantas que continham psoralenos (substancias que
tornam a pele muito mais sensivel aos efeitos da luz ultravioleta) com posterior
exposi¢cdo a luz solar para tratar lesées despigmentadas na pele, conhecidas como
vitiligo. Como resultado, as lesées eram pigmentadas semelhantes, como acontece
com uma queimadura solar (ROBERTS; CAIRNDUFF, 1995; STENBERG,;
DOLPHIN; BRUCKNER, 1998).

Em 1903, Tappeiner e Jesionek realizaram a primeira aplicacdo clinica,
utilizando-se a eosina (Figura 6), também foram os primeiros a utilizarem eosina no
tratamento de carcinomas em humanos. No ano seguinte, utilizaram, pela primeira
vez, 0 oxigénio, apods verificarem a necessidade de sua utilizacdo no processo
(ROBERTS; CAIRNDUFF, 1995; STENBERG; DOLPHIN; BRUCKNER, 1998;
MACHADO, 2000).

Br

NaO

Figura 6 - Estrutura da Eosina Y.

Em 1905, esses cientistas descreveram o0s resultados de seu primeiro
tratamento em 6 pacientes com carcinoma basocelular facial. Para o tratamento

utilizou-se 1% de eosina e exposicdo solar. Como resultado, quatro pacientes
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apresentaram remocéao total dos tumores em um periodo de 12 meses de tratamento
(LIPSON; BALDES, 1960).

Witt Hausmann, em 1908, deu inicio aos primeiros experimentos realizados
com camundongos albinos, ao qual foi injetado hematoporfirina IX (Figura 7) e
expostos a luz solar, ou seja, utilizando-se a fotocitoxidade com hematoporfirina 1X
(Hp 1X). O principal efeito foi associado aos danos da vascularidade tumoral
(LIPSON;BALDES,1960).
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Figura 7 — Estrutura da hematoporfirina 1X.

Em 1909, Hasselbach demonstrou o aumento da constante de fotorreacdo em
presenca de oxigénio. Em 1912, ocorreu a primeira demonstracdo de TFD por Hp IX
em humanos. Friedrich Meyer-Betz realizou a sua experiéncia em si mesmo em 12
de outubro de 1912. Ele autoinjetou 200 mg de Hp IX dissolvido em 10 mL de NaOH
0,1mol.L™* e diluido em 300 mL de soro fisioldgico, manteve-se dois dias sem
exposicdo a luz, ndo apresentou nenhum efeito dermatologico e, apos dois dias, foi
exposto a luz solar. Friedrich Meyer-Betz sofreu os efeitos da TFD (Figura 8),
apresentou fotossensibilidade prolongada, que persistiram por alguns meses,
também constatou que, protegendo o lado esquerdo da face, os efeitos ficam
restritos ao lado direito (LIPSON; BALDES, 1960).



29

Figura 8 - Friedrich Meyer-Betz antes (A) e apds (B) aplicacdo de HP IX e exposicédo a luz solar
(FERNANDES, 2007).

Frank Figge, em 1948, com colaboradores propuseram que porfirinas
deveriam ser utilizadas no tratamento de cancer. Demonstraram através de estudos
com animais de laboratério que apresentam alta divisdo celular (como células
malignas, embrionarias e células regenerativas) (STENBERG et al.,1998).

Em 1954, realizou-se um tratamento em 11 pessoas com cancer com a
introducao intravenosa de Hp IX e irradiagdo com luz ultravioleta durante a cirurgia,
concluindo-se que a Hp IX poderia ser utilizada no diagndstico de tumores
(ROBERTS;CAIRNDUFF,1995;STENBERG et al.,1998).

Posteriormente, Schwartz, demonstrou que o principio ativo do experimento
de Friedrich Meyer-Betz ndo correspondia a Hp IX, pois é um composto facilmente
eliminado pelo organismo, conclui-se entdo que se tratava de uma mistura de
diversos oligbmeros da Hp IX resultante do método de separacdo, que foi
enriquecida e chamada de Derivado de  Hematoporfirina  (HpD)
(ROBERTS;CAIRNDUFF,1995).

Em 1960, Lipson realizou estudos em cobaias através do acumulo
preferencial da droga em tumores e sua reducdo com exposi¢do a irradiacdo. Ao
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obter resultados positivos, ele tratou um cancer de mama através do uso de HpD e
irradiacdo seletiva do tumor, sendo um fato que marcou o inicio da TFD como
terapia clinica para o tratamento de cancer (LIPSON;BALDES; OLSEN,1961).

Em 1970, ocorreu o surgimento de varios derivados porfirinicos, ocasionando
o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores (FS) e ao desenvolvimento do
HpD, o qual foi denominado Photofrin Il (LIPSON;BALDES; OLSEN,1961).

Dougherty e Kelly, em 1975, utilizaram a TFD para o tratamento de cancer de
pele. Em 1980, o derivado de Hematoporfirina (HpD) foi otimizado, sendo aprovado
nos Estados Unidos (EUA) para tratamento de céancer por TFD em 1988
(LIPSON;BALDES; OLSEN,1961).

O numero crescente de pesquisas realizadas para o desenvolvimento de
fontes luminosas, fotossensibilizadores e mecanismos de acdo possibilitam um

maior nimero de tratamento com a utilizagdo da TFD (MILGROM, 1997).

1.2.2 Terapia Fotodinamica

A TFD refere-se ao uso terapéutico de reacdes fotoquimicas, € uma
modalidade de tratamento minimamente invasivo, capaz de eliminar
preferencialmente células neoplasicas e lesdes pré-cancerosas. Ndo sendo uma
técnica recente, pois € considerada promissora no tratamento de afec¢des desde o
comecgo de 1980, a Terapia Fotodinamica fundamenta-se no uso associado de
substancias fotorreagentes, ou seja, que respondem de maneira conhecida quando
expostas a aparelhos especiais que emitem luzes polarizadas (SIMPLICIO;
MAIONCHI; HIOKA, 2002).

A TFD esta sendo estudada para o tratamento de diversas afec¢des que
apresentam, como caracteristica, o crescimento desordenado de células que
invadem os tecidos e érgdos, podendo apresentar metastase para outras regides do
corpo, pode ser observado (Figura 9). Uma destas afeccbes mais comuns € o
cancer, o qual é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células (JAMNIK et al., 2009; SOARES,
2006; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).
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Tecido

Cancerigeno

Célula Tecido
CENCRMOSS infiltradao

Figura 9 - Caminho de célula e agente cancerigeno aos 6rgédos (JAMNIK, 2009).

Diversas técnicas convencionais séo utilizadas no tratamento de cancer, as
quais oferecem melhoria significativa para os pacientes e, em alguns casos, a sua
cura, dentre as quais, a radioterapia, cirurgia e a quimioterapia (MURRAY;
GRANNER; RODWELL, 2003).

A Terapia Fotodindmica é um meétodo eficiente, ndo é invasivo, sendo seletivo
na destruicdo do tecido doente, sem danificar os tecidos saudaveis proximos,
provocando a desativacdo do virus, como também destruicdo de bactérias e fungos
(SOARES, 2006).

O tratamento com a TFD inicia-se com a administragdo do corante
fotossensibilizador (agente fototerapéutico) no paciente. Quando a concentragao do
corante atinge seu maximo no tecido doente inicia-se a exposicdo do tumor a
radiacdo visivel de comprimento de onda adequado para ocorrer a excitacdo do
agente. Normalmente essa radiacao € fornecida por um laser ou fonte de luz visivel
(MACHADO, 2000).

Um estudo realizado em 1924 constatou-se que porfirinas poderiam ser
encontradas em altas concentragdes em tumores malignos. Tais porfirinas né&o
apresentam toxidade, mas quando, em presenca de luz visivel e oxigénio, podem
tornar-se toxicas aos tecidos celulares (MACHADO, 2000).

Em estudos posteriores, constatou-se que 0 oxigénio singlete, obtido por
processos de sintetizagdo, considerando a transferéncia de energia do agente

fototerapéutico no estado excitado triplete para o oxigénio molecular em seu estado
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fundamental era o agente citotoxico responsavel pela desativacdo de células
tumorais (MACHADO, 2000; PERUSSI, 2007).

1.2.3 Mecanismo de acéo da TFD

A excitacdo eletrénica é a fase inicial no processo de fotossensibilizacao,
sendo importante que um fotossensibilizador utilizado em TFD seja excitado em
comprimentos de onda de maior penetracéo no tecido biolégico (BONNETT, 2000).

Os fotossensibilizadores, que absorvem na regido do infravermelho préximo
permitem o tratamento em tecidos mais profundos até um centimetro, o que
possibilita o tratamento de tumores mais internos (BONNETT, 2000).

A Figura 10 apresenta um diagrama de penetracdo da radiacdo na faixa do
visivel e infravermelho proximo no tecido em funcdo do comprimento de onda. Pode-
se observar que a penetragcdo € mais intensa na regido do vermelho e do
infravermelho proximo (BONNETT, 2000).

EU

Figura 10 - Profundidade de penetra¢éo da luz no tecido em funcéo do comprimento de onda
(BONNETT, 2000).
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Existem dois caminhos que levam a morte celular pelo processo de
fotooxidacado, definidos como mecanismo Tipo | e mecanismo Tipo Il (SIMPLICIO;
MAIONCHI; HIOKA, 2002; MACHADO, 2000).

O mecanismo tipo | envolve a transferéncia de elétrons do fotossensibilizador
em estado excitado, gerando radicais livres que apresentam a tendéncia de
reagirem com 0 oxigénio no estado fundamental, o que resulta produtos oxidados
(Figura 11), o fotossensibilizador é representado por S e a molécula, que sera
oxidada, por A (MACHADO, 2000; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).

Absorcao de luz (energia) pelo fotossensibizador
'Sy +hv > 'Sy
Cruzamento Intersistemas

181 - 381

Mecanismo Tipo |

3S* +1A; > IS -—Al* o> S - A"]

S ---A"] + 30, > 1Sy +' A" +°0y

Figura 11 - Mecanismo Tipo | da TFD.

No mecanismo Tipo I, a substancia fotossensibilizante ativada pela luz
interage com alvos biolégicos e, em combinacdo com o O2 do meio, gera 0 anion
radical superoxido (‘O2) (HADJUR, 1995).

O mecanismo Tipo Il, envolve a transferéncia de energia do
fotossensibilizador no estado triplete, com a formacgéo de oxigénio no estado singlete
que, por sua vez, atua nos alvos biologicos (Figura 12), o qual € um agente
altamente citotoxico (HADJUR, 1995; PERUSSI, 2007).
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Mecanismo Tipo Il

351* + 30, » 1Sy + 10

Figura 12 - Mecanismo Tipo |l da TFD.

O mecanismo do Tipo Il destr6i muitos compostos fora e dentro da célula,
enquanto o Tipo | necessita da penetracdo do fotossensibilizador no meio celular
(HADJUR, 1995).

Um agente fototerapéutico adequado deve possuir um tempo de vida do
estado triplete longo (= 500 ns) podendo reagir de forma eficiente com o oxigénio e
com moléculas proximas. E necessario apresentar absortividade molar alta na regiéo
entre 600-800 nm, regido na qual a membrana celular apresenta apreciavel
transparéncia a radiacdo eletromagnética, sendo possivel uma consideravel
penetracdo de luz superior a 2 ou 3 cm em tecidos que apresentam baixa
pigmentacdo (MACHADO, 2000).

1.2.4 Fontes de luz na Terapia Fotodinamica

A utilizagdo de laser em TFD desencadeou o desenvolvimento de laser de
diodos, que possuem alta poténcia, particularmente, na regido do infravermelho, e
sé@o de custo inferior ao de sistemas laser convencionais. Essas fontes tornam-se
mais atraentes para utilizacdo em TFD pela sua facilidade de utilizacdo e poténcia,
como também sua emissdo em um unico comprimento de onda e a possibilidade de
acoplamento a fibras oticas, o qual é essencial para o tratamento de enfermidades
em Orgaos internos. Tais propriedades tornam o laser mais efetivo que a utilizacdo
de lampadas convencionais (MANG, 2004; AVELINE; HASAN; REDMOND, 1995).

Os sistemas de LED sé&o uma categoria de fonte de luz fria que emitem radiacéo
em uma longa faixa do espectro, e com um comprimento de onda predominante,
apresentam emissao de luz espontanea, ndo coerente e com certo espalhamento.

Os LED apresentam baixo custo e uma tecnologia mais simples que o laser, e tem-
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se apresentado como um facilitador para utilizacdo em TFD (SIMPLICIO;
MAIONCHI; HIOKA, 2002).

1.3 Fotossensibilizadores

Um corante fotossensivel € considerado o principal agente ativador no processo
fotodindmico, por possuir diversas propriedades fisico-quimicas, fotobioldgicas e
farmacoldgicas, que também apresenta efeitos colaterais minimos (MACHADO,
2000).

As caracteristicas necessarias a um farmaco com aplicacdo em Terapia
Fotodinamica séo:

* alta estabilidade;

* baixa toxidade no escuro;

* alta seletividade;

» facilidade de obtencéo;

* simplicidade na formulacéo;

» favoravel farmacocinética de obtencdo;

e alta absorcao de luz na regido de 600 a 800 nm;

* alto rendimento quantico de formacgao de 'O, (para o mecanismo do Tipo II).

As porfirinas e seus derivados sdo compostos de interesse para aplicacdo em
Terapia Fotodindmica, devido a presenca de caracteristicas favoraveis a técnica
(MACHADO, 2000).

O Photofrin® foi & primeira formulacéo aprovada pelas autoridades de satide dos
Estados Unidos em 1998, para o tratamento de cancer atraves da TFD, trata-se de
uma formulagéo polimérica de hematoporfirina IX (Hp IX) de constituicdo indefinida
(MACHADO, 2000).

A Hp IX é derivada da hematoporfirina IX (Pp IX) , que é de origem natural que
constitui biomoléculas. Quando ocorre acumulo de compostos porfirinicos em
tecidos cutaneos, gera reacdes indesejaveis de fotossensibilizagédo, sendo limitado o
uso da Pp IX. A Figura 13 representa a estrutura da Pp IX com posi¢cdes numeradas

e a rota biossintética simplificada. O Photofrin® apresenta formulacdo indefinida e
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esta propenso a formacdo de estados agregados, tornando sua formulagdo mais
complexa (BYRNE; MARSHALLSAY; WARD, 1990).

OH
OH o COOH COOH
” HOOC HOOC
—
H— f AN ) Pt B\ Metileno Pirolilina

~ N 3y H

=0 “Erz H e ¢ H-B

4

3N H& B
'H?\/ & Porfobilinogénico (PBG)

4 - acido aminolevulinico (ALA) COOH

Figura 13 - Rota Biossintética da Pp IX a partir do acido a-aminolevulinico
(BYRNE; MARSHALLSAY; WARD, 1990).

O Photofrin® apresenta farmacocinética desfavoravel e, embora se acumule em
tumores, ele é de dificil eliminacdo, o que causa uma atividade prolongada no
paciente (BYRNE; MARSHALLSAY; WARD, 1990).

1.3.1 Interacdes de fotossensibilizadores com tecidos e células

As propriedades fotoquimicas e farmacocinéticas dependem da solubilidade do
fotossensibilizador. Uma das propriedades esperadas do fotossensibilizador é que
este, quando injetado, permeie as membranas celulares e possa aderir ao tecido,
preferencialmente, ao tecido tumoral (HUTENER; SANDERS, 1990).
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E importante que os fotossensibilizadores possuam grupos polares ou i6nicos
que proporcionem hidrossolubilidade e cadeias carbonicas longas para que sejam
lipossoluveis (HUTENER; SANDERS, 1990).

A eficacia de um fotossensibilizador é dependente da interacdo com
componentes do plasma sanguineo, como lipoproteinas e albumina. Alguns
compostos porfirinicos possuem a tendéncia em acumular-se nas membranas e
células, tornando uma condicdo favoravel a TFD. A incorporacdo de um
fotossensibilizador no tecido € de importancia relevante, pois depende da interacéo
com sistemas biolégicos, como as membranas, sendo a incorpora¢do um fator mais

importante que a formacao de oxigénio singlete (ENGELMANN et al., 2007).

1.4 Fluorescéncia

Com a absorcéo de luz, o estado excitado pode retornar ao estado fundamental
por varios caminhos com a formac¢do de um composto mais estavel e com menor
energia. Os elétrons em temperatura ambiente encontram-se preferencialmente no
estado vibracional mais baixo do estado fundamental singlete (Sp) e com absorcéo
de energia ocorrem transicfes para niveis vibracionais mais altos (1, 2,..., n) dos
estados excitados singlete (Si, So,... S;). Posteriormente, a energia térmica €
dispersa, atinge um nivel vibracional mais baixo do estado excitado S; através do
processo de conversao interna. A desativacdo do estado excitado ocorre em duas
etapas, sendo uma nao-radioativa, ou seja, a conversao interna Sp— S; e uma
emissao radioativa com emissdo de luz S;— Sp sendo chamada de fluorescéncia,
esta transicdo pode ocorrer para um nivel vibracional do estado fundamental
diferente de zero, o que gera diferentes bandas no espectro de emissao (TURRO;
BALZANI; SCANDOLA, 1978).

Também pode ocorrer uma transicdo proibida, ou seja, entre estados de
multiplicidades diferentes, geralmente S;— T3, etapa denominada como cruzamento
intersistemas (DOVIDAUSKAS, 2001; PARKER, 1968).

Transicdes entre dois estados de mesma multiplicidade sao permitidas, sendo

que a transicdo entre estados singlete e triplete é possivel desde que uma
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perturbacdo interna ou externa de origem a uma mistura dos estados envolvidos,
dando origem a estados singlete e triplete impuros, que séo originadas de interacdes
magneéticas entre 0 movimento orbital do elétron e o momento magnético do spin,
sendo denominado de acoplamento spin-orbita (LACOWICZ, 1986; SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 20009).

O diagrama de Jablonski simplificado, (Figura 14) representa as possiveis
transicoes eletrbnicas apos excitacdo por hv (1), representando o decaimento ndo
radiativo S, — Sj (2); emissao de fluorescéncia S;—Sy (3); decaimento ndo radiativo
S1—>So (4) e T1—>Sp (8); cruzamento intersistemas S;—»T; (5) e emissdo de

fosforescéncia T1—>Sy (7).

S, = .
i 2
S, —/——
2\
) % T,
8
Sy —— ¥

Figura 14 - Representagdo do Diagrama de Jablonski — (1) Possiveis transi¢cdes eletrbnicas apos
excitagdo por hv; (2) decaimento néo radiativo S, — S; ;(3) emissdo de fluorescéncia S;—Sy ;(4)
decaimento ndo radiativo S;—Sg ;(5) cruzamento intersistemas S;—T; ;(7) emissao de fosforescéncia

T1—So;(8) cruzamento intersistemas S;—>T;.

Em processos de caracterizagdo que levam a formacédo e desativacdo de
estados excitados, consideram-se as constantes de velocidade e rendimentos

guanticos, sendo que a magnitude destes dois parametros determina as
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propriedades fotoquimicas intrinsecas da molécula (LACOWICZ, 1986; SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 20009).

Quando um material € fotoexcitado, a energia recebida na forma de fotons faz
com que os elétrons sejam transferidos de uma camada de menor energia para uma
de maior energia, onde 0s elétrons excitados retornam a camada de menor energia,
sendo esse processo denominado de fluorescéncia (GEORGAKOUD, 2003).

A intensidade da fluorescéncia para determinadas porfirinas depende de varios
fatores, como natureza do solvente, temperatura, pH do meio, concentracdo dos
eletrolitos. A excitacdo de fluorescéncia das porfirinas e seus sais correspondem, no
respectivo comprimento de onda, a situacdo das bandas de absor¢do, na regiao
visivel e ultravioleta, dos pigmentos tetrapirrolicos (LASCELLES,1964;FALK,1963).

A fluorescéncia é caracterizada como a emissdo de radiacdo que resulta do
decaimento da molécula de um dos estados excitados singleto (S; e Sy) para o
estado fundamental (Sy). O tempo de vida de fluorescéncia é da ordem de 10”7 a 10
segundos, portanto o fendmeno da fluorescéncia ocorre apés 10® segundos da
absorcdo da luz. Durante esse periodo, alguns processos podem ocorrer como
reacOes fotoquimicas, o que pode afetar caracteristicas espectrais do composto
fluorescente (RAMANUJAM, 2000; SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009).

A fluorescéncia € proveniente do menor nivel vibracional do estado eletrénico
excitado, em que a energia do féton emitido sera menor que a energia do foton
absorvido e a fluorescéncia € deslocada em direcdo a regido do vermelho do
espectro eletromagnético, considerando a absor¢do. O espectro de emissao
resultante da fluorescéncia reflete os niveis vibracionais do estado eletrénico
fundamental, dessa forma pode ser utilizado para caracterizacéo e identificacdo de
moléculas (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009).

Trata-se de uma técnica de grande sensibilidade, podendo trabalhar com
solucdes da ordem de 10° e 107 mol .L™ e também devido a escala de tempo da
técnica. A fotodeteccdo por fluorescéncia € apontada como uma técnica para
diferenciar tecidos biolégicos, além de diagnosticar lesdes tumorais e investigar
alteracdes no metabolismo de células (BORGES, 1994).

As técnicas de fluorescéncia sdo importantes para o estudo de fenémenos
relacionados a propriedades de moléculas biolégicas, o que proporcionam
informacdes sobre posicao espectral de bandas, rendimento quantico de fluoréforos

e medidas com resolucéo temporal que fornecem o decaimento da intensidade e da
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anisotropia de fluorescéncia (RAMANUJAM, 2000; SKOOG; HOLLER; CROUCH,
2009).

Os cromoforos presentes em tecidos biologicos séo de trés tipos: os fluoréforos,
que sdo grupos quimicos que podem converter a luz absorvida em fluorescéncia;
absorvedores, que sdo grupos quimicos que absorvem luz e ndo produzem
fluorescéncia e os espalhadores, que possuem estruturas que alteram a direcéo do
féton incidente, mas conservam a sua energia (DaCOSTA; ANDERSON; WILSON,
2003).

As propriedades 6pticas de cada cromoéforo dependem do comprimento de onda
de excitacdo e do tipo de tecido, sendo que a maioria dos cromoforos sdo sensiveis
ao ambiente que se encontram e principalmente ao estado metabdlico dos tecidos.
Em tecidos biolégicos, os fenbmenos de espalhamento e absorcdo apresentam
maior probabilidade de ocorrer do que o processo de conversdo em fluorescéncia. A
luz monocromética incidente na superficie do tecido é espalhada intersticialmente,
podendo ser absorvida ou refletida de forma difusa. A luz absorvida pode-se
converter para fluorescéncia, que pode ser espalhada, reabsorvida ou reemitida pela
superficie do tecido (DaCOSTA; ANDERSON; WILSON, 2003).

A fluorescéncia poder ser utilizada para a obtencdo de uma imagem ou avaliagao
espectroscopica. No caso de obtencdo de imagem, é possivel visualizar uma
imagem macroscopica de uma lesdo, podendo-se obter a delimitacdo com o tecido
sadio (DaCOSTA; ANDERSON; WILSON, 2003).

As porfirinas sdo comumente citadas na fotodetecgdo em tecidos tumorais como
um dos principais responsaveis pela fluorescéncia vermelha que é emitida. Esse fato
€ explicado devido a maior concentracdo das porfirinas em tecidos neoplasicos,
guando comparado com tecidos normais (MULLER et al., 2003).

A espectroscopia de fluorescéncia realiza uma analise com maiores detalhes da
luz emitida, obtendo-se a intensidade de cada comprimento de onda, investigando-
se o0 ponto analisado, sendo utilizado um sistema composto por um laser de
excitacdo, ponteira de aplicacdo e coleta da luz e um monocromador. Em anélises
da autofluorescéncia para determinacdo de tecidos neoplasicos e normais, 0s
principais fluoréforos endogenos utilizados como biomarcadores sdo as porfirinas,
NADH, flavinas e coladgeno (DaCOSTA; ANDERSON; WILSON, 2003).
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A fluorescéncia possui varias vantagens em relacdo a absorbancia, entre as
quais, podem-se destacar a maior sensibilidade, a maior seletividade e a maior
dependéncia do meio circundante (OHWEILER, 1974).

A sensibilidade da fluorescéncia € aproximadamente duas ordens logaritmicas
maior do que a absorbancia. Quanto a seletividade, é interessante mencionar que
um composto fluorescente geralmente possui mais de um espectro de emissao,
cada qual para certo comprimento de onda de excitacdo, fazendo com que esse
método também seja melhor do que a absorbancia para a determinacédo qualitativa
do composto (OHWEILER, 1974).

Além dessas vantagens, a fluorescéncia é extremamente sensivel ao meio em
gue se encontra 0 composto. Existem varias substancias que suprimem a emissao
de fluorescéncia, dentre os quais se podem citar o O, (OHWEILER, 1974).

Um grande numero das porfirinas bases livres e metaloporfirinas sao
luminescentes, e sdo classificadas como fluorescentes ou fosforescentes de acordo
com a magnitude dos rendimentos quanticos. Porfirinas bases livres e
metaloporfirinas com metais de camada cheia sdo fluorescentes, sendo observado
esse efeito a temperatura ambiente, ao passo que a fosforescéncia é observada a
baixas temperaturas e em meio congelado, diminuindo-se a converséo interna T; —
So. As metaloporfirinas de elementos de transicdo néo apresentam fluorescéncia
devido a formacao de novos estados gerados pelos orbitais d, o que permite vias de
decaimento ndo-radiativo (LACOWICZ, 1986; SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009).
A Figura 15 apresenta um espectro de emissdo da tetrafenil porfirina (TPP) em

cloroférmio.
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Figura 15 - Espectro de emisséo da 5, 10, 15, 20 - tetrafenilporfirina H,(TPP) em cloroférmio
(SOARES, 2005).
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Parametros de emissao de porfirinas aquossoluveis TMPyP, TPPS ,TMAPP e
seus metalo derivados foram estudadas na década de 80, como parte da
caracterizacdo de fotossensibilizadores em sistemas de conversdo de energia. A
Tabela 1 apresenta valores de rendimento quantico de fluorescéncia e o tempo de
vida de algumas porfirinas (SOARES, 2005).

Tabela 1 — Parametros fotofisicos de porfirinas meso substituidas e seus metalo complexos

Porfirina e 75 (ns) @r 7r (MS)
H,TPPS 0,08 10,4 0,78 0,42
H,TMAPP 0,07 9,3 0,80 0,54
H,TMPyP 0,047 6,0 0,95 0,17
ZnTMAPP --- 1,75 0,82 1,2

®F: rendimento quéntico de fluorescéncia; ts: tempo de vida do estado singlete; ®+: rendimento

guéantico de formacéao do estado triplete; t1: tempo de vida do estado triplete (SOARES, 2005).

As metaloporfirinas que contém ions metélicos com orbitais d semipreenchidos
sao fosforescentes. Metaloporfirinas de Pd (ll), Sn (Il) e Zn (Il) dos derivados meso
substituidos aguossollveis apresentam tempo de vida longo do estado triplete e um
alto rendimento quantico de formacdo do estado triplete, sendo propriedades
importantes na aplicacdo como fotossensibilizadores (SOARES, 2005).

1.5 Agregacao

Os agregados podem ser considerados como aglomerados de algumas
particulas ou moléculas que se juntam sem ligacdes quimicas é um fator importante,
por ser comum entre as moléculas de fotossensibilizadores em meio fisiolégico. Um
aglomerado é caracterizado por sua estrutura espacial, ou seja, posi¢ao relativa de
particulas dentro do agregado e pelo numero de agregagdo n, sendo o namero de
particulas no agregado. O tamanho desses sistemas pode variar de poucos
nandmetros a varios micrometros ou mais (HUTENER; SANDERS, 1990).
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O mecanismo de formacdo dos aglomerados baseia-se na acédo de forgas
intermoleculares, como eletrostatica, interacdes n-n, ligacdes de hidrogénio, forcas
de van der Waals e efeito hidrofébico. Tais interacdes séo relativamente fracas
quando comparadas as ligacdes covalentes (KASHA; RAWLS, 1965).

Agregados homogéneos sdo constituidos de moléculas (monémeros) do mesmo
composto, que se unem formando agregados de diversos graus de agregacao
(dimeros, trimeros, etc.). A formagédo de agregados é um processo comum para 0s
compostos com sistema de conjugacdo n. As interacdes do sistema m sdo as que
apresentam maior contribuicdo para a autoagregacao das porfirinas e de outros
compostos aromaticos (HUTENER; SANDERS, 1990).

A agregacdo modifica as caracteristicas dos estados eletrbnicos dos
fotossensibilizadores, alterando caracteristicas espectrais e energéticas, o que leva
a reducdo dos rendimentos quéanticos e tempo de vida dos estados excitados
singleto e tripleto. Esse processo reduz a producdo de oxigénio singlete e,
consequentemente, a atividade fotodindmica do fotossensibilizador (KASHA,;
RAWLS, 1965).

A formacédo de agregados pode alterar o espectro eletronico, o que pode levar ao
alargamento das bandas, reducéo do ¢ e o deslocamento do Ama. A formacédo de
agregados também leva a um decréscimo na fluorescéncia (FERNANDES, 2007).

As porfirinas hidrofébicas presentes em meios aquosos podem formar dimeros
ou agregados maiores, sendo a hidrofobicidade um fator importante no processo de
agregacdo. A Figura 16 faz uma representagdo esquemaética, em que as ligacbes n-n
séo repulsivas para faces paralelas, as ligacdes o-n sdo atrativas para interacdes
laterais e face lateral e a ligagdo o-n sdo dominantemente atrativas para interacdes
com faces paralelas deslocadas (KASHA; RAWLS, 1965).

@) (b) (c) (d)

Figura 16 - Representacdo das formas de agregacao (KASHA; RAWLS, 1965).
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A formacéo de agregados é um processo reversivel que normalmente esta em
equilibrio, o qual é afetado por alguns fatores fisicos que podem favorecer a
formacao do produto de agregacéao (KASHA; RAWLS, 1965).

A Figura 17 demonstra uma comparacdo entre energia de transicdo de um

mondmero, dimeros lineares e paralelos (FERNANDES, 2007).

@) (b .
flondme ‘o i Dimeros paralelc
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o

Figura 17 - Excitagdo Eletrbnica para porfirinas monoméricas (a) agregada de forma linear (b)
paralela (c) (FERNANDES, 2007).

Para os dimeros lineares ocorre uma diminui¢cdo na variacdo de energia HOMO-
LUMO e um aumento para os dimeros paralelos, ocasionando um deslocamento
batocrémico no dimero linear e um deslocamento hipsocrémico no dimero paralelo
(AGGARWAL; BORISSEVITCH, 2006).

Entre os agregados lineares e paralelos, podem existir duas classes que
possuem arranjo altamente ordenado das moléculas que constituem. Sé&o
conhecidos como agregados J e H. Os agregados J sdo representados por um
arranjo de moléculas dispostas lado a lado e os agregados H estéo dispostos face a
face. Também é possivel serem observados agregados HJ, nos quais o contato face
a face ndo € completo (Figura 18) (AGGARWAL; BORISSEVITCH, 2006).
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Figura 18 - Geometria de agregados (AGGARWAL; BORISSEVITCH, 2006).

A estabilidade dos agregados depende da area de contato entre 0s mondémeros,
nos agregados H, as moléculas possuem uma area de contato maior e, portanto,
deveriam ser mais estaveis. Porem varios fatores podem atrapalhar a formacao de
agregados do tipo H, favorecendo a formacgao de agregados do Tipo J.

Os agregados Tipo H de porfirinas apresentam propriedades fisicas e fotofisicas
diferentes das propriedades de seus monémeros de origem, dentre as quais esta a
solubilidade, espectro eletrénico, rendimento quéantico de fluorescéncia baixo e
reducado no rendimento de formacéao de tripletes e de geracdo de oxigénio singlete. A
formacao de agregados pode ser visualizada pelo fato de ocorrer em desvios da Lei
de Beer-Lambert, alargamento dos picos, diminui¢cdo do ¢, deslocamento do maximo
de absorcao, espalhamento de luz ressonante. Em agregados do Tipo H, tem-se o
deslocamento para o azul e, em agregados do Tipo J tém-se deslocamentos para o
vermelho (AGGARWAL; BORISSEVITCH, 2006; FERNANDES, 2007).

1.6 Ensaios in vitro da TFD

O elevado custo de medicamentos e de equipamentos impede o aumento da
aplicabilidade de tratamento com TFD. Como também grandes restricbes
econdmicas, decorrentes de dificuldades de producdo e de custo para o
desenvolvimento tecnologico. Um dos maiores avancos da Terapia Fotodinamica é
para o tratamento de cancer, mas também €& uma alternativa para tratamento de
infecgOes localizadas de acesso facilitado (ITRI, 2002).

Os testes in vitro com culturas de micro-organismos, como bactérias e

leveduras, apresentam a possibilidade de ser um modelo para mimetizar células
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tumorais. As bactérias sdo micro-organismos que apresentam alta resisténcia e
velocidade de reproducéo, relacionando e identificando-se com células doentes, que
apresentam maior reproducdo do que células normais. Quando determinadas
substancias apresentam atividade frente a esses micro-organismos, elas interferem
na sintese protéica, invibializando a reproducédo celular, processo que poderia ser
repetido com células tumorais (ITRI, 2002; PERUSSI, 2007).

Como exemplo de ensaios com micro-organismos, a bactéria Escherichia coli,
desenvolve-se em ambientes internos ao corpo humano, sendo um modelo para
enfermidades em 0Orgaos internos, ao passo que Staphylococcus aureus,
desenvolve-se bem em superficies corpéreas, sendo um modelo para doengas na
pele (MACRAE; HUDSON, 1988).

O uso indiscriminado de antibidticos pode favorecer o desenvolvimento de
bactérias resistentes, e o tratamento prolongado ou inadequado com medicamentos
pode levar a uma superinfecgédo, que resulta na alteracdo da microbiota residente e
ao aumento de patdgenos potencialmente prejudiciais (VAN WINKELHOF, RAMS;
SLOTS, 1996). O desenvolvimento da Terapia Fotodinamica tem possibilitado uma
modalidade de tratamento para a reducdo ou eliminacdo de micro-organismos,
podendo substituir o tratamento com antibidticos (WILSON; DOBSON; SARKAR,
1993).

Staphylococcus aureus, Gram (+) é o agente mais comum de infeccbes no
homem, causando grande variedade de infecces como furinculos, sindrome da
pele queimada, pneumonia, osteomielite, meningite, endocardite, amigdalite,
intoxicacdes alimentares, pulpites e estomatites (WAINWRIGHT, 1998).

A Escherichia coli, Gram (-) € uma bactéria que, juntamente com o
Staphylococcus aureus é a mais comum e uma das mais antigas bactérias
simbiontes do homem, existem na microbiota normal no intestino em grandes
nameros (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005). A Escherichia coli causa doengcas como
gastroenterites, infecgcbes do trato urinario, colecistite, apendicite, peritonite e
meningite (VAN WINKELHOF, RAMS; SLOTS, 1996).

A espécie de levedura Candida albicans também é causadora de alguns tipos
de infeccdo em humanos. As infec¢des causadas por esses fungos emergiram como
uma das principais causas de morte em pacientes com algum tipo de
imunodeficiéncia (WILSON; DOBSON; SARKAR, 1993). Essa espécie de levedura

estd entre 0s muitos organismos encontrados na regido bucal e no sistema
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digestivo. Sob circunstancias normais, a Candida albicans pode ser encontrada em
80% da populacdo sem que isso implique efeitos prejudiciais a sua saude, embora o
excesso resulte em candidiase (UENO; JORGE, 2006).

A Terapia Fotodinamica apresenta diversos fatores a favor do tratamento de
infecgbes causadas por micro-organismos patogénicos, incluindo uma ampla faixa
de acao (VAN WINKELHOF, RAMS; SLOTS, 1996).

A inativacdo fotodinamica de bactérias e fungos depende de alguns fatores
como a concentracdo do fotossensibilizador, a espécie do micro-organismo, fontes
de luz e tempo de irradiagdo. Varios estudos tém usado derivados porfirinicos como
fotossensibilizadores para fotoinativacdo de bactérias (UENO; JORGE, 2006;
MACRAE; HUDSON, 1988).

Outro teste utilizado para a TFD é o bioensaio com o microcrustaceo Artemia
Salina, trata-se de um bioensaio simples e de baixo custo. Analisando a relacdo da
toxicidade sobre Artemia salina com atividades bioldgicas, entre as quais se
destacam a antiviral e antitumoral (MACRAE; HUDSON, 1988).

O microcrustaceo Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem
Anostraca, utilizado como um bioindicador de toxicidade, sendo utilizado em estudos
de citotoxidade por apresentar capacidade em formar cistos dormentes que
fornecem material biolégico que pode ficar armazenado por longo periodo (LIMA,
2009).

1.7 Metaloporfirina Nas[ZnTPPS,]

A ligacdo de porfirinas e metaloporfirinas em modelos biomiméticos, como
micelas de surfactantes, tem despertado o interesse de muitos pesquisadores,
devido a sua presenca em processos biolégicos e fotoquimicos, como o transporte
de oxigénio, oxidagéo, reducéo e transporte de elétrons (GANDINI, 2001).

A Nay[Zn(TPPS,)], 5, 10, 15, 20 - tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirinato zinco(ll)
de sodio, classifica-se como um fotossensibilizador com carater anidnico.
Apresentam em sua estrutura quatro grupos sulfonatofenil que estéo ligados ao anel
porfirinico, no centro, tem-se um atomo de zinco coordenado aos nitrogénios dos
anéis pirrolicos (Figura 19) (GANDINI, 2005).
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S()3Na

Figura 19 — Estrutura da 5,10,15,20 - tetrakis (4-sulfonatofenil)porfirinato de zinco(ll) de sédio —
Nay[Zn(TPPS,)].

Gandini realizou estudos com a Nay[Zn(TPPS,)] na presenca de micelas do
surfactante HPS, devido a sua carga negativa interagir com o dipolo do surfactante,
0 que conduz a um aumento significativo do valor da constante de ligacdo entre a
micela e a porfirina, quando se compara com porfirinas catidbnicas em presenca do
mesmo surfactante (GANDINI, 2005).

Kadish com seus colaboradores estudaram as porfirinas anidnicas TPPS,,
CuTPPS; e [ZnTPPS,;] em solucdes contendo micelas do surfactante HPS
(catidnica) e SDS (anibnica), tendo como objetivo 0 uso da porfirina em TFD, ja que
a TPPS, é conhecida por ter a capacidade de localizar-se em tumores. Kadish, ao
analisar a porfirina, constatou mudancas nas suas propriedades espectrais das
mesmas, com deslocamento da banda Soret para a regido do vermelho e na
presenca de CTAB, o comprimento de onda maximo da banda Soret que se
encontrava em 422 nm em presenca de agua, variou para 427 nm na presenca dos
surfactantes. Com este estudo, constatou-se que a adicdo de surfactante CTAB
promove a degradacdo da porfirina devido a uma protecdo que a micela do
detergente provoca as moléculas da porfirina e o surfactante SDS ndo apresentou

interacdo com a porfirina (KADISH et al., 1989).
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Devido a ocorréncia de mudancas espectroscopicas com a porfirina ZnTPPS,
por apresentar carater anidnico, pode-se analisar que a porfirina é afetada pela
presenca de surfactantes, ocorrendo interacao entre essas espécies, concluindo-se
que as metaloporfirinas carregadas podem interagir com membranas celulares
(KADISH et al., 1989).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo das propriedades fotofisicas e fotoquimicas, analisar a
toxicidade da porfirina 5,10,15,20 - Tetrakis(2,6-difluoro-5-sulfonatofenil)porfirina de
sédio, Nay[H2(TDFSPP)] e do complexo 5,10,15,20 - Tetrakis(2,6-difluoro-5-
sulfonatofenil)porfirinato  zinco(ll) de sdédio, Nay[Zn(TDFSPP)] investigando a
possibilidade de desenvolvimento de um novo sistema para aplicacdo em Terapia

Fotodinamica.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar o coeficiente de absortividade molar (¢) dos compostos em
diferentes solventes.

Analisar as propriedades fotofisicas e fotoquimicas, através das reacfes de
fotobranqueamento e do teste de acido Urico.

Verificar a capacidade de agregacdo dos compostos em meio de agua/etanol.

Determinar a toxicidade dos compostos através de ensaios biolégicos in vitro

frente a cultura de micro-organismos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e equipamentos

Para realizacdo do estudo foram utilizados a porfirina 5,10,15,20 -
Tetrakis(2,6-difluoro-5-sulfonatofenil)porfirina de sédio, Nay[H2(TDFSPP)] e o
complexo 5,10,15,20 — Tetrakis (2,6-difluoro-5-sulfonatofenil)porfirinato zinco(ll) de
sédio, Nay[Zn(TDFSPP)] (Figura 20). Ambos os compostos foram sintetizados e
cedidos para o desenvolvimento deste trabalho pelo grupo de pesquisa da

Professora Shirley Nakagaki da Universidade Federal do Parana.

Figura 20 - Estrutura dos compostos Nay[M(TDFSPP)], sendo M = H,, Zn (lI)

A agua utilizada para o preparo das solucdes foi destilada e deionizada. O

etanol utilizado € de qualidade PA da Vetec. As solu¢des de porfirinas foram
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preparadas na faixa de concentracdo 10° mol.L™ , de modo que a absorbancia fique
proximo a 1,0 na banda Soret. As medidas necessarias de absorcdo Otica foram
realizadas no espectrofotdmetro Cary 100 Varian (Figura 21) e de fluorescéncia no
fluorimetro Cary Eclipse Varian (Figura 22). Utilizou-se célula de quartzo de caminho

optico de 1,0 cm.

Figura 21 - Espectrofotdmetro Cary 100 Varian, utilizado para analise de absor¢éo no UV-Vis.

Figura 22 - Fluorimetro Cary Eclipse Varian utilizado para analise de fluorescéncia.

Foram utilizados sistemas de LED (diodo emissor de luz) em série, cada um com
poténcia equivalente a 5 mW nas cores alaranjado, verde e vermelho (Figura 23),
sistema proposto pelo grupo de pesquisa do Prof.Dr. N. Hioka da Universidade
Estadual de Maringa (SOARES, 2006).
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Figura 23 — Sistema de LED (diodo emissor de luz)

Para os testes realizados com micro-organismos também foram utilizados um
vortex Quimis e um colorimetro fotoelétrico Micronal. Utilizaram-se uma estativa e
uma camera digital Sony Cybershot DSC 707, com resolucdo de 7.2 megapixels,

para fotografar as placas de Petri, durante a realizacdo dos testes.

3.2 Métodos

3.2.1 Determinacdo do coeficiente de absortividade molar (¢) dos compostos

em agua e etanol

Para determinacdo do & dos compostos prepararam-se solucdes dos
compostos Nau[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)] nas concentracdes de 1,0x107°
mol.L: 0,5x10°mol.L™* e 0,1 x10®° mol.L™ em &gua e em etanol.

Obteve-se 0 espectro de absorcdo na faixa de 300 nm a 700 nm, para cada
solucédo. Determinou-se o coeficiente de absortividade molar dos compostos para
cada solvente, através do tratamento dos valores de absorbancia em funcéo da

concentragao.
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3.2.2 Andlise da capacidade de agregacdo em sistema agua/etanol através da
absorcao e fluorescéncia

Para a analise da capacidade de agregacdo, foi utilizado o sistema agua/etanol
através da adicdo de volumes predeterminados dos solventes, no qual a composi¢ao
foi expressa na forma de porcentagem de volume de agua.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas com a introducéo de volumes
de solucdo dos compostos Nay[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)] com trés
concentracdes diferentes em uma célula de quartzo com caminho éptico de 1,00 cm.

O registro do espectro de absorc¢éo foi realizado na faixa de 300 a 700 nm para
cada mistura e para fluorescéncia na faixa de 500 a 750 nm (Aexe = 416nm),

variando-se a porcentagem de agua em 0; 20; 30; 40; 50; 60; 80 e 100%.

3.2.3 Reacg0Oes de fotobranqueamento

Através de solugbes aquosas dos compostos Nay[Ho(TDFSPP)] e
Na4[Zn(TDFSPP)] na concentracdo de 5x10™° mol. L™ estudou-se a existéncia de
reacoes de decomposicdo dos compostos em presenca de luz. lluminou-se os
compostos com a utilizacdo de sistemas de LED alaranjado, verde e vermelho,
registrando-se os espectros de absor¢cdo das amostras por um periodo total de 60
min de exposi¢do a luz na faixa de 300 a 700 nm, monitorando-se o comportamento
dos espectros de cada composto de 5 em 5 min.

Para iluminacdo das solucdes, utilizou-se sistema de LED descrito anteriormente

(Figura 23) de acordo com a montagem apresentada na Figura 24.
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Figura 24 — Sistema de iluminac¢ao das solu¢@es utilizado nos testes de fotobranqueamento.

3.2.4 Avaliagao da atividade fotodinamica através do teste do acido arico

O teste foi utilizado para verificar a atividade fotodindmica dos compostos
estudados avaliando-se a geracdo de oxigénio singlete através da reacdo quimica
do mesmo com o acido Urico.

Foi preparada uma solucéo aquosa de &cido Urico na concentracdo de 1,0x10™
mol.L? e em uma aliquota de 3 mL foi acrescentado 0,3 mL de solucéo dos
compostos, de forma que a concentracdo das solucées fiquem na ordem de 1,0x10°
mol.L™.

A solucéo foi transferida para uma célula de quartzo, sendo realizada uma leitura
espectroscopica na faixa de 200 a 800 nm. Posteriormente, utilizaram-se o0s
sistemas de iluminagdo com LED alaranjado, verde e vermelho, sendo registrado um
novo espectro a cada cinco minutos de iluminacdo por um periodo total de 60
minutos.

Com base no teste do acido urico e através dos espectros de absorgdo obtidos,
foi possivel avaliar a atividade fotodindmica das substancias testadas. A atividade
fotodindmica pode ser calculada através da equacédo 01, descrita por Hioka e

colaboradores com adaptacgdes para sistemas com LED (SOARES, 2006):

AF = AApux 10° /W X t X APgyrr | Equagéo 01
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Onde:

AF: atividade fotodinamica;

AAau: variacdo da absorbéancia a 293 nm do acido Urico apdés o tempo total de
irradiacao;

W: poténcia da luz (mW);

t: tempo de irradiagdo em segundos;

APgyirr: valor de absorbancia do fotossensibilizador em solugcdo de &cido arico no

comprimento de onda da irradiagéo.

3.2.5 Ensaio biolégico in vitro

3.2.5.1 Toxicidade frente a Artemia salina (TAS)

Para realizacdo deste ensaio, colocaram-se ovos de Artemia salina Maramar®
para eclodir em solucdo aquosa de NaCl (3,8 g.L™") no interior de um recipiente, o
qual possui uma divisdo interna contendo pequenos orificios entre dois
compartimentos (Figura 25). Um compartimento é iluminado com uma lampada fria
de 14 W para atrair os microcrustaceos eclodidos e o outro compartimento protegido
da luz, no qual os ovos sao adicionados (SOARES, 2006).

Foram realizados testes para verificar a toxicidade basal das porfirinas, sendo
coletados 20 microcrustaceos e distribuidos em tubos de ensaio com solucdes dos
compostos em diferentes concentracdes sem a presenca de iluminacdo. Apos 24
horas, analisou-se a percentagem de letalidade dos microcrustaceos.

Apoés 48 horas, foram coletados 20 microcrustaceos e distribuidos em tubos de
ensaio. As amostras foram divididas em quatro grupos, sendo um sem a presenca
de luz e sem presenca de composto (L-P-) um sem a presenca de luz e com a
presenca de composto (L-P+) um com a presenca de luz e com a presenca de
composto (L+P+) e um com a presenca de luz e sem a presenca de composto. Os

sistemas submetidos a iluminacdo com LED (alaranjado, verde e vermelho)
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permaneceram por um periodo de uma hora com iluminacéo e apés duas horas do
término da iluminacdo, foi realizada a contagem dos microcrustaceos vivos nos

tubos de ensaio.

Figura 25 — Recipiente utilizado para eclosédo de Artemia Salina nos testes de TAS

3.25.2 Ensaio biolégico com culturas de micro-organismos Candida

albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Para realizacdo deste teste foram utilizados os micro-organismos Candida
albicans (ATCC 10.231), Escherichia coli (ATCC 25.923) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25.922).

Foram preparadas suspensdes utilizando-se solugao salina 0,9 % de NaCl com
0S micro-organismos, acompanhando a absorbancia em um colorimetro Micronal a
580 nm, até que atinjam a absorbancia proximo a 0,8, 0 que corresponde a cerca de
10® micro-organismos/mL. A partir dessa suspenséo, foi transferida uma aliquota de
10 puL para tubos de ensaio contendo meio nutritivo Tripticasse Soy Agar (TSA) e
solucéo dos compostos Nay[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)].

Os tubos de ensaio foram separados em dois grupos, sendo um submetido a
iluminacdo de LED alaranjado e vermelho. Para cada sistema de LED, foi utilizado
tempo de iluminacdo de 10 e 30 minutos. Foram preparados controles, que foram

subdivididos em trés grupos: iluminados e sem composto (L+P-); sem iluminacéo e
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com a presenca de composto (L-P+); sem iluminacdo e sem a presenca de
composto (L-P-).

Apos iluminacao, foi realizada homogeneizacao das solugdes em vortéx Quimis,
posteriormente foi coletado 5 uL de cada tubo de ensaio e distribuido em placas de
Petri (8,3 cm de diametro) contendo Agar TSA, que foram incubadas por um periodo
de 24 horas em estufa a 37 °C.

Para realizacdo dos testes foram preparados dois tubos de cada amostra e duas
placas de Petri para cada tubo de ensaio. Os testes foram repetidos trés vezes.

Apés o tempo de incubacédo, as placas foram fotografadas com uma camera
digital Sony Cybershot DSC 707 e resolucdo de 7,2 megapixels, para realizar a
contagem das colbnias de micro-organismos através do programa analisador Image-
Pro Plus 4.5.0.29 (Media Cybernetics).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao do Coeficiente de Absortividade Molar (¢) dos Compostos em

Agua e Etanol

A medida de quanto uma espécie quimica absorve luz em um comprimento
de onda é dado pelo coeficiente de absortividade molar (g), sendo uma propriedade
intrinseca das espécies e estéa relacionado com as regras de selecéo para transicoes

eletrbnicas, de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Intensidades das transicoes eletronicas e as regras de selecéo
(BARROW, 1962).

g/L.mol*.cm™ Regra de Selecéo Tipo de Transicéo
5 Proibida pela regra de
10™-100 d-d
Laporte
1.10° Permitida por spin e Transferéncia de
orbitalmente proibida carga
Permitida pelas regras de
10%-10° P . J T-1*
selecao

A lei de Lambert-Beer relaciona o coeficiente de absortividade molar de uma

substancia, o caminho 6ptico (b) e a concentragéo (c), como:

A=g.c.b Equacéao 02

Onde:

A = absorbancia (sem unidades).

¢ = absortividade molar em unidades de L mol™* cm™.
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b = comprimento do caminho 6ptico da amostra.
c = concentragcdo do composto que absorve, na solugdo, expressando em

mol L.

A caracterizacdo das porfirinas € realizada por espectroscopia eletrénica na
regido do UV-Vis, pois essas apresentam fortes absorcfes que se estendem da
regido do ultravioleta préximo até a regido da luz visivel. Os espectros

caracteristicos da porfirina Nas[H2(TDFSPP)] sdo apresentados nas Figuras 26 e 27.

1.4 4 —— 1x10-5 mollL
—— 0.5x10-5 molil]
—— 0.1x10-5 mol

1.2 4 005

1.0 4

Absorbancia

0.8 1

06 = 0.00

T T T T
450 500 550 600 650 700
0.4 4 Comprimento de onda (nm)

Absorbancia

0.2 1

0.0 1

T T T T T T T T T
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 26 — Espectros de absor¢éo da porfirina Nay[H,(TDFSPP)] em agua e espectros
expandidos da faixa das bandas Q em diferentes concentracges.
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Figura 27 — Espectros de absor¢éo da porfirina Nay[H,(TDFSPP)] em etanol e espectros

expandidos da faixa das bandas Q em diferentes concentragdes.

A porfirina  base livre Nay[H2(TDFSPP)] apresenta cinco bandas
caracteristicas, sendo que a mais intensa recebe a denominacdo de banda B ou
banda Soret. Observou-se uma banda intensa em 408 nm, banda Soret, nos dois
solventes de 4gua e etanol, verificando que o solvente néo influenciou na posicdo do
maximo de absor¢do dessa porfirina. Outras quatro bandas sdo observadas e sao
chamadas de bandas Q, as quais possuem comprimentos de onda diferentes para
cada solvente. As cinco bandas sé@o observadas devido as transigbes n — n* do anel
porfirinico. Em agua, os comprimentos de onda maximos das bandas Q séo de 507
nm, 534 nm e 574 nm e, em etanol, sdo de 506 nm, 532 nm e 581nm.

Para a zinco porfirina Nas[Zn(TDFSPP)], as bandas observadas nos espectros
na faixa de 300 a 700 nm sédo quatro, sendo a banda Soret e trés bandas Q (Figuras
28 e 29). Essa reducdo no numero de bandas Q em relagdo a porfirina
Nay[H2(TDFSPP)] é resultante do aumento da simetria de D,y para Dy, devido a
presenca do metal Zn coordenado com os atomos de nitrogénio do centro do anel da

porfirina.
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7

Quando o metal é coordenado ao anel porfirinico, ocorre interagdo dos
orbitais do metal e os orbitais do nitrogénio da porfirina e os elétrons dos orbitais «
preenchidos podem ser transferidos para os orbitais d do metall Com a
deslocalizacdo das ligacdes w, ocorre o deslocamento da banda Soret (KAIM;
SCHWEDERSKI, 1994).

Os espectros caracteristicos da Nay[Zn(TDFSPP)] sdo apresentados nas
Figuras 28 e 29. A Nay[Zn(TDFSPP)] apresenta a banda Soret em 416 nm em agua
e de 420 nm em etanol, logo observou-se que o solvente influenciou na posi¢céo do
maximo de absor¢cdo desses compostos. As bandas Q sdo observadas em 509 nm,
550 nm e 588 nm para solvente de agua e para o etanol sdo respectivamente de 511

nm, 553 nm e 581 nm.

2.5 ] ——1.0x10-5mol/L]
—— 0.5x10-5mol/L|
—— 0.1x10-5mol/L]

20 -1 0.08 4
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1.0 4
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T T T T T
450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

0.5

0.0

T T T T T T T T T
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 28 — Espectros de absor¢do da zinco porfirina Nas[Zn(TDFSPP)] em agua e espectros

expandidos da faixa das bandas Q.
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Figura 29 — Espectros de absor¢éo da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] em etanol e
espectros expandidos da faixa das bandas Q.

O solvente influenciou na posi¢cdo do maximo da banda de absorcéo da zinco
porfirina Nay[Zn(TDFSPP)], ocorrendo solvatocromismo devido a ocorréncia do
deslocamento da absorcdo para uma freqiéncia (energia) mais baixa, ou seja,
menor comprimento de onda devido ao aumento da polaridade do solvente (agua)
em relacdo ao etanol.

Os valores de absortividade molar (¢) das porfirinas foram determinados
através da curva de absorbéancia versus concentracdo. Com a curva de calibragéo é
possivel obter o coeficiente de absortividade molar de cada porfirina, através da
relagdo entre a absorbancia e concentragdo. Os valores de (g) estdo resumidos na

Tabela 3 para os diferentes solventes e para cada comprimento de onda.
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Tabela 3 — Valores de comprimento de onda (Amzx) € coeficiente de absortividade

molar (¢) para as bandas de absorcdo dos compostos Nay[H.(TDFSPP)] e
Nas[Zn(TDFSPP)].

€ Banda € Banda € Banda >

Ql Qll Qln

Composto Soret

Agua

[Ho(TDFSPP)] 408 | 1,34x10° | 507 5,54x10° 534 3,61x10° | 574 2,54x10°

[Zn(TDFSPP)] 416 | 2,38x10° | 509 3,60x10° 550 1,17x10" | 588 1,81x10°

Etanol

[H,(TDFSPP)] 408 | 1,04x10° | 506 5,19x10° 532 3,31x10° 581 2,22x10°

[Zn(TDFSPP)] | 420 | 1,57x10° | 511 1,55x10° 553 | 3,33x10° | 581 1,02 x10°

Unidade: & (L.cm™.mol™)

Com os dados obtidos foi possivel verificar que o solvente nao influenciou
somente 0s maximos de absor¢do dos compostos, como também os coeficientes de
absortividade molar (g), isso pode ser atribuido a diferengca de polaridade dos
solventes e a coordenacdo do metal zinco aos solventes, mas a explicacdo mais
precisa nesse caso é que isso pode indicar a presenca de agregacao em pequena
propor¢éo para ambos 0s compostos.

Na presenca do solvente agua, a porfirina Nas[H2(TDFSPP)] pode apresentar
tendéncia a se agregar quando comparada a zinco porfirina Nas[Zn(TDFSPP)].
Devido a isso, o valor de absortividade molar é reduzido em todas as bandas
observadas. Em etanol, o efeito de agregagédo ndo é pronunciado, e a diferenga no
coeficiente de absortividade molar ocorre devido a diferenca dos sistemas quimicos
analisados.

Considerando-se a banda Soret, observou-se que a zinco porfirina
Na4[Zn(TDFSPP)] apresenta valor de ¢ maior que a porfirina Nay[H2(TDFSPP)], o

que pode indicar também que o composto apresenta maior absor¢cdo de luz em
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diferentes concentragdes e considera-se que baixas concentracbes de substancias
com absortividade molar elevada podem ser facilmente detectadas.

4.2 — Analise da Capacidade de Agregacao no UV - Visivel e por Fluorescéncia

A formacao de agregados modifica as caracteristicas dos estados eletrénicos das
porfirinas, o que altera caracteristicas espectrais e energéticas, ocasionando a
reducdo dos rendimentos quanticos e tempo de vida dos estados excitados singlete
e triplete. Esse processo reduz a producdo de oxigénio singlete e,
consequentemente, a atividade fotodinamica dos compostos (KASHA; RAWLS,
1965).

O mecanismo de formacdo dos agregados baseia-se na acdo de forcas
intermoleculares, como eletrostética, interacbes n-n, ligacdes de hidrogénio, forcas
de van der Waals e efeito hidrofébico. Tais interacdes séo relativamente fracas,
guando comparadas as ligacdes covalentes (KASHA; RAWLS, 1965).

Os resultados dos experimentos em diferentes misturas dgua/etanol para avaliar
a capacidade de agregacdo dos compostos Nay[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)]
sao apresentados nas Figuras 30 e 31, respectivamente.
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Figura 30 — Espectros de absor¢éo da porfirina Nay[H.(TDFSPP)] em diferentes misturas de agua e

etanol.

Para a porfirina Nay[H2(TDFSPP)] na Figura 30, foi possivel observar que
ocorreram mudancas na intensidade da absorbancia das bandas de absorgéo, mas
nao ocorreu deslocamento no Amax dos picos. Nao ocorreu a formacao de um novo
pico o que, em geral, caracteriza a presenca de nova espécie e indica a formacéo de
agregados. O menor pico corresponde a condicdo de 100% de agua e o pico maior

corresponde a mistura com teor de etanol na faixa de 60% de etanol.
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Figura 31 — Espectros de absor¢éo da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] em diferentes misturas de

agua e etanol.

A zinco porfirina Nas[Zn(TDFSPP)], apresentou mudancas nas intensidades das
bandas de absorcéo, e também ocorreu deslocamento no Amax dos picos (Figura 31).
As condicbes que apresentam maior teor de etanol presente apresentam Amax
maiores como € o caso do espectro com 90% de etanol, o qual apresenta 0 maior
Amax , €sse fendbmeno pode ser atribuido ao comportamento das porfirinas em cada
solvente, como apresentado na determinacao do coeficiente de absortividade molar,
onde constatou-se um Amsx de 416 nm em agua e 420 nm em etanol (Tabela 3). No
caso da porfirina Nay[H2(TDFSPP)], esse deslocamento do Anax N&o foi observado.

A principio, a presenca de novos picos seria o principal indicador da presenca de
uma nova espécie decorrente da agregacdo, mas ambas as porfirinas néo
apresentaram a presenc¢a de novos picos. Porém a auséncia de novos picos nao
indica necessariamente que ndo ocorreu o fendbmeno de agregacdo, sendo que a

presenca ou auséncia de novos picos € explicada pela teoria do Exciton Molecular,
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através da orientacdo relativa dos momentos dipolares de transicao individual de
cada mondémero quando compdem o agregado.

Utilizou-se a técnica de fluorescéncia molecular para ambas as porfirinas, por se
tratar de uma técnica mais sensivel a presenca de agregados.

Através da técnica de fluorescéncia, analisaram-se ambos 0s compostos em trés
concentragbes diferentes e nos solventes de agua e etanol, obtendo-se os
resultados apresentados na Figuras 32 e 33 para Nay[H2(TDFSPP)] e nas Figuras 34
e 35 para Nay[Zn(TDFSPP)].
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Figura 32 — Espectros de emissao de fluorescéncia da porfirina Nay[H(TDFSPP)] em 4gua com

diferentes concentracdes e Aey. = 416nm.
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Figura 33 — Espectros de emissédo de fluorescéncia da porfirina Nay[H>(TDFSPP)] em etanol com

diferentes concentracdes e Aey. = 416nm.
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Figura 34 — Espectros de emisséo de fluorescéncia da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] em dgua com

diferentes concentracdes e Aeyc = 416nm.
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Figura 35 — Espectros de emissédo de fluorescéncia da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] em etanol

com diferentes concentracdes e deyc = 416nm.

Analisando-se os espectros de emissao de fluorescéncia é possivel observar que
nao ocorreu formacdo de novos picos com 0 aumento da concentracdo dos
compostos , 0 que poderia indicar a ocorréncia de agregacao.

Os resultados dos experimentos em diferentes misturas agua/etanol para avaliar
a capacidade de agregacdo dos compostos Nay[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)]

através da fluorescéncia sédo apresentados nas Figuras 36 e 37, respectivamente.
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Figura 36 — Espectros de emissao de fluorescéncia da porfirina Nay[Ho(TDFSPP)] (10,0umol/L) em

diferentes misturas de agua e etanol com Ae, = 416 nm.

] 0,
300 - 0% H,O
|[—20% H,0
050 | 40% H,0
1|—60%H,0
2004 | 80%H,0
S {|-———100% H O
® 2
2 150 -
C
2
C
=~ 100
50
0
T T T T T T T T T T
500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

Figura 37 — Espectros de emissao de fluorescéncia da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] (10,0umol/L)

em diferentes misturas de agua e etanol com Ae. = 416 nm.
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De acordo com o0s espectros de emissdo de fluorescéncia, foi possivel
verificar que ocorreram variagdes na intensidade de fluorescéncia e deslocamentos
NO Amax dOS picos para a porfirina Nas[H2(TDFSPP)] na presenca de 80% e 100% de
dgua, mas ndo € possivel afirmar se essa variacdo esteja relacionada com a
formacdo de agregados. Para a zinco porfirina Nas[Zn(TDFSPP)], nenhum
deslocamento foi observado, portanto, ndo foi observado presenca de agregados
para esse composto.

Através das técnicas estudadas de UV-Visivel e emissdo de fluorescéncia,
nao foi possivel concluir se houve ou ndo formacdo de agregados para 0s

compostos analisados.

4.3 ReacOes de Fotobranqueamento

Um dos critérios necessarios para que a porfirina seja aplicAvel como
fotossensibilizador em TFD é que deve ser estavel na presenca de luz ndo sofrendo
reacoes de fotobranqueamento. A degradacédo do fotossensibilizador pela luz reduz
sua eficiéncia em aplicacdes terapéuticas, devido a reducdo da concentracdo do
fotossensibilizador na regiao aplicada e reducdo na absorcdo de luz do composto
degradado.

O oxigénio singlete pode ocasionar a degradacao dos fotossensibilizadores,
caracterizando-se uma espécie de fotobranqueamento. Quando o fotossensibilizador
é irradiado por luz gera oxigénio singlete que pode reagir com as proprias moléculas
do substrato que o produziu, ocasionando as reacdes quimicas apresentadas na
Figura 38 (SOARES, 2006).
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Formacéo de 'O, pelo fotossensibilizador
381* + 302 - 180 + 102
Reac&o do 'O, com espécies do meio biolégico

'0, + 'Sy — reacdo de fotobranqueamento

Figura 38 — Reacfes do oxigénio singlete em meio biolégico, reagcdes com moléculas do

fotossensibilizador caracterizam uma via de reacdo de fotobranqueamento.

As faixas de emissdo dos sistemas de LED foram analisadas em um
monocromador Jarell - Ash 0,5 mm, utilizou-se os sistemas de LED alaranjado que
compreende a faixa de emissdo de 580 — 605 nm (Figura 39), o sistema de LED
verde, qgue compreende a faixa de emissédo de 500 — 560 nm (Figura 40) e o sistema

de LED vermelho (Figura 41), que compreende a faixa de emisséo de 625 — 650 nm.
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Figura 39 — Espectro de emissao do sistema de LED alaranjado.
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Figura 40 — Espectro de emissao do sistema de LED verde.
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Figura 41 — Espectro de emissédo do sistema de LED vermelho.
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Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 42 a 44. Observou-se
que a porfirina Nay[H2(TDFSPP)] n&do apresentou decaimento significativo no
méaximo de absor¢édo da banda Soret frente a iluminagéo dos sistemas de LED. Para
os trés sistemas de iluminacéo utilizados, constatou-se uma diminuicdo da absorcéo
da porfirina apos periodo de 60 min de iluminacéo igual a 1,3 %. Isso demonstra que

a estrutura da porfirina ndo € degradada nessas condi¢cdes experimentais.
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Figura 42 — Espectros de absorcéo da porfirina Nay[H,(TDFSPP)] em agua (5,Ox10'5 mol. L'l) durante
o teste de fotobranqueamento com sistema de LED alaranjado em diferentes tempos de irradiagéo.
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Figura 43 — Espectros de absorcéo da porfirina Nay[H,(TDFSPP)] em agua (5,Ox10'5 mol. L'l) durante

o teste de fotobranqueamento com sistema de LED verde em diferentes tempos de irradiagéo.
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Figura 44 — Espectros de absorcao da porfirina Nay[H,(TDFSPP)] em agua (5,0x10'5 mol. L'l) durante

o teste de fotobranqueamento com sistema de LED vermelho em diferentes tempos de irradiagéo.
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A zinco porfirina também néo apresentou decaimento significativo no méaximo
de absorcdo da banda Soret frente a iluminacdo dos sistemas de LED. Analisando
os resultados apresentados nas Figuras 45 a 47, observou-se que, para 0s sistemas
de iluminacdo alaranjado e vermelho, a reducdo do maximo de absorcdo do
composto por um periodo de 60 min de iluminacgéo é igual a 0,6 % e, para o sistema
de iluminacdo verde, € de 0,4%, demonstrando que esse composto também nao é

degradado nessas condicdes experimentais.
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Figura 45 — Espectros de absorgdo da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] em &agua (5,0x10'5 mol. L'l)
durante o teste de fotobranqueamento com sistema de LED alaranjado em diferentes tempos de

irradiacéo.
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Figura 46 — Espectros de absor¢do da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] em &gua (5,0x10‘5 mol. L'l)
durante o teste de fotobranqueamento com sistema de LED verde em diferentes tempos de

irradiacéo.
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Figura 47 — Espectros de absorcdo da zinco porfirina Na,Zn(TDFSPP)] em agua (5,0x10™ mol. L™
durante o teste de fotobrangueamento com sistema de LED vermelho em diferentes tempos de

irradiacao.
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Os valores de percentagem de fotobragueamento estao resumidos na Tabela
4. De acordo com os dados, € possivel observar que a zinco porfirina
Na4[Zn(TDFSPP)] apresenta menor percentagem de fotobranqueamento, quando

comparada com a porfirina Nas[H2(TDFSPP)].

Tabela 4 — Percentagens de fotobranqueamento em sistemas de LED

Composto
LED
Nay[H2(TDFSPP)] | Nay[Zn(TDFSPP)]
Alaranjado 1,3% 0,6%
Verde 1,3% 0,4%
Vermelho 1,3% 0,6%

Compararam-se os dados obtidos com o estudo realizado com 0s compostos
[H2(TNBPyP)] e [Zn(TPPS,4)] nas mesmas condi¢bes experimentais.

Para a porfirina [H2(TNBPyP)], observou-se um decaimento de 5,2 % no
maximo de absorcdo da banda Soret quando iluminada por LED vermelho e de 3,7
% na presenca do LED alaranjado. Para [Zn(TPPS,)], quando submetido a
iluminacdo de LED alaranjado, apresentou decaimento de 7,0% , para o sistema de
LED verde 13,3% e para o sistema de LED vermelho 2% (DOMARESKI, 2009;
MENDES, 2008).

Analisando-se esses dados € possivel constatar que 0sS compostos
Nay[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)] sdo mais estaveis, quando comparado aos
compostos [H2(TNBPyP)] e [Zn(TPPS4)] submetidos as mesmas condiges
experimentais, portanto pode-se afirmar que 0s compostos analisados nesse
trabalho ndo apresentam fotodegradacéo frente a esses sistemas de iluminagéo
sendo estaveis em condi¢cfes de iluminacdo de LED e em presenca de espécies
como oxigénio singlete, sendo, portanto um indicativo de aplicabilidade em TFD.
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4.4 — Avaliacdo da atividade fotodindmica através do teste do acido urico

Com o teste do acido Urico é possivel constatar a geracdo de oxigénio
singlete, espécie essencial para TFD. O acido urico € uma substancia aceptora de
oxigénio singlete. Esse teste n&o constata diretamente a geragdo de oxigénio
singlete, mas, sim, a atividade fotodindmica das porfirinas relacionada com a
capacidade de gerar oxigénio singlete (MAESTRIN et al., 2004)

Trata-se de uma metodologia simples, que consiste na solubilizacdo do
composto em solucéo de &cido urico 1,0x10* mol.L™, seguida da irradiacdo com
sistema de LED por um periodo de 60 min. Foram utilizados sistemas de LED
alaranjado, verde e vermelho para cada composto.

A medida que ocorre a formag&o de oxigénio singlete, 0 mesmo é captado
pelo acido Urico, ocasionando reducdo na intensidade da banda de absorcdo do
acido Urico, que é observada na faixa de 280 — 310 nm. Trata-se de uma
determinacdo quantitativa da acédo fotodindmica do fotossensibilizador, quando
prevalece o mecanismo de acdo do Tipo Il na TFD, de acordo com a Figura 48, que
apresenta a fotoxidacéo do acido urico (MAESTRIN et al., 2004).

Fs,” + %0, > 'FS, + 10,

OH ‘]? ﬁ 0 0
N| A NH>:0 b HN/C\NH+ N i . N NHTNH, , €O,
OH)\N/ NH 'OOCHN-HC—Ci\ ;c-ci\
0 HN 0
Acido arico fon oxanato Alantoxaidina Triuréia Diéxido de Carbono

Figura 48 - Fotoxidacao do acido Urico via oxigénio singlete.
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Quanto maior a producdo de oxigénio singlete dos compostos, maior é o
decaimento da banda de absorcdo do acido Urico e melhor serd sua eficiéncia em
TFD.

Também foram realizadas medidas experimentais somente com a solucéo de
acido urico, para verificar se as diferentes faixas de emisséo de luz poderiam causar
algum decaimento da banda de absor¢cdo do &cido urico (Figuras 49, 50 e 51).
Observou-se que, sem a presenca dos compostos ndo ocorre decaimento da banda

de absorcao do acido urico.
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Figura 49 — Espectros de absorcao do acido Urico a 1,0x10™ mol.L""em agua por um periodo
de 60 min com LED alaranjado.
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Figura 50 — Espectros de absor¢éo do acido urico a 1,0x10™ mol.L™* em agua por um periodo

de 60 min com LED verde.
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Figura 51 — Espectros de absorcao do acido Grico a 1,0x10™ mol.L™ em agua por um

periodo de 60 min com LED vermelho.
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Os espectros obtidos nas medidas experimentais realizadas com a porfirina
Nay[H2(TDFSPP)] sdo apresentados nas Figuras 52, 53 e 54, sendo possivel
observar a ocorréncia de decomposicéo, através da diminuicdo da banda do acido
arico em 293 nm, quando a porfirina foi iluminada com sistemas de LED (PELLOSI
et al., 2008).

Analisando os resultados apresentados nas Figuras 52 a 54 observou-se que
com o sistema de LED alaranjado, ha uma decomposicdo do acido urico mais
acentuada em relacdo aos outros dois sistemas. Utilizando-se a equacao 01,
calculou-se a atividade fotodinadmica para cada sistema. Os dados sao apresentados
na Tabela 5. Para a porfirina [H2(TDFSPP)] com iluminagdo com LED alaranjado a

atividade fotodinamica foi de 1,8.
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Figura 52 — Espectros de absorcdo de solucdo contendo &cido Urico (1,0x10'4moI/L) e porfirina
Nau[Ho(TDFSPP)] (1,0 pmol.L™) em agua sob iluminacéo de LED alaranjado por um periodo de 60

min.
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Figura 53 — Espectros de absor¢do de solucdo contendo &cido Grico (1,0x10“mol/L) e porfirina
Nay[H>(TDFSPP)] (1,0 pmoI.L'l) em agua sob iluminagédo de LED alaranjado por um periodo de 60

min.
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Figura 54 — Espectros de absorcdo de solucdo contendo &cido Urico (1,0x10'4moI/L) e porfirina
Nay[H,(TDFSPP)] (1,0 pmoI.L'l) em agua sob iluminagédo de LED alaranjado por um periodo de 60

min.
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Comparando-se os dados obtidos da porfirina Nas[H2(TDFSPP)] com o estudo
realizado com a porfirina [H2(TNBPYP)]|Br, nas mesmas condigbes experimentais,
observou-se que para a porfirina [H2(TNBPyP)]Br, quando submetida ao sistema de
LED verde, apresentou atividade fotodinamica de 5,2 e, quando submetida ao
sistema de LED vermelho, apresentou atividade fotodindmica de 19,7. O maior
decaimento da banda caracteristica do AU, em 293 nm foi observado quando a
solucéo da porfirina foi submetida ao sistema de LED verde (DOMARESKI, 2009).
Portanto com os resultados obtidos para os sistemas de LED verde e vermelho é
possivel constatar que a porfirina [Ho(TNBPyP)]Br € mais eficiente na geracao de
oxigénio singlete, quando comparada a porfirina Nay[H(TDFSPP)] nas mesmas
condicBes experimentais. A porfirina Nay[H2(TDFSPP)] apresentou maior atividade
fotodinamica, quando submetida ao sistema de LED alaranjado. Quando submetida
a iluminacao do sistema de LED verde, apresentou a menor atividade fotodinamica,
0 que caracteriza geracao de oxigénio singlete inferior aos demais sistemas de LED.

Os espectros de absorcdo obtidos nos experimentos com a zinco porfirina
estdo apresentados nas Figuras 55, 56 e 57. Observa-se uma decomposi¢cdo mais
acentuada do 4&cido Udrico em 293 nm em comparagdo com a porfirina
Nas[Ho(TDFSPP)].

Os valores da atividade fotodindmica obtidos através da equacdo 01, sdo

apresentados na Tabela 5.
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Figura 55 — Espectros de absorcdo de solucdo contendo &cido Urico (1,0x10'4moI/L) e porfirina

Na[Zn(TDFSPP)] (1,0 umol.L™") em agua sob iluminagdo de LED alaranjado por um periodo de 60

min.
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Figura 56 — Espectros de absorcdo de solucdo contendo &cido Grico (1,0x10“mol/L) e porfirina
Nay[Zn(TDFSPP)] (1,0 umoI.L'l) em agua sob iluminagdo de LED alaranjado por um periodo de 60

min.
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Figura 57 — Espectros de absor¢do de solucdo contendo &cido Grico (1,0x10“mol/L) e porfirina
Na[Zn(TDFSPP)] (1,0 umol.L™") em agua sob iluminagdo de LED alaranjado por um periodo de 60

min.

A Tabela 5 apresenta de forma resumida os valores de atividade
fotodindmica, dentre outras grandezas obtidas nos experimentos de &cido Urico.
Pode-se observar que a zinco porfirina Na,[Zn(TDFSPP)] apresentou maior atividade
fotodinamica, quando submetida ao sistema de LED verde. Quando submetida a
iluminacdo do sistema de LED vermelho, apresentou a menor atividade

fotodinamica.
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Tabela 5 — Valores médios de grandezas obtidas a partir dos espectros do teste de
acido urico para os compostos Nay[H2(TDFSPP)] e Nas[Zn(TDFSPP)].

Composto LED AApy T(s) AF
Alaranjado 0,020 3600 1,8

Nau[H>(TDFSPP)] Verde 0,016 3600 0,6
Vermelho 0,005 3600 1,1

Alaranjado 0,030 3600 3,6

Nas[Zn(TDFSPP)] Verde 0,196 3600 12,2
Vermelho 0,016 3600 4,8

AA,y = variagdo da absorbancia em 293nm da solucdo apos o tempo total de irradiagdo; t = tempo de
irradiacao; AF= atividade fotodinamica.

Compararam-se os dados obtidos da zinco porfirina Nas[Zn(TDFSPP)] com o
estudo realizado por Domareski e Mendes com o composto [Zn(TPPS,)] nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Para o composto [Zn(TPPS,)], os resultados
indicam uma maior atividade fotodinamica com o uso do LED alaranjado, sendo de
13,6 a atividade fotodinamica. Para o sistema de LED verde, foi de 4,5 e, para o
sistema de LED vermelho, foi de 0,27 (DOMARESKI, 2009; MENDES, 2008).

Soares também desenvolveu estudo semelhante com amostras de clorofila a
irradiando com LED vermelho por quarenta e cinco minutos e da feofitina a e azul de
metileno em etanol irradiadas na presenca de acido urico com a fonte de LED
vermelho por trinta e seis minutos estdo na mesma ordem de grandeza. Os valores
de atividade fotodindmica obtida para clorofila a € de 2,1 e para feofitina a e azul de
metileno em etanol é de 4,0 e 3,7 respectivamente (SOARES, 2006).

Os compostos estudados neste trabalho geraram oxigénio singlete nas
condicbes testadas, sendo que a zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] apresentou a
melhor eficiéncia na geracdo da espécie reativa, considerando o0 mesmo tempo de

iluminagcdo e os mesmos sistemas de LED.
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4.5 — Ensaios Biol6gicos in vitro

45.1. - Toxicidade frente a Artemia salina

O teste de toxicidade basal foi utilizado para verificar, através de dados
comparativos, se 0s compostos estudados apresentaram acdo citotoxica sobre
microcrustaceos sem a presenca de iluminacdo, analisando-se se o melhor sistema
para utilizar em TFD.

Os resultados obtidos no teste de toxicidade basal, realizado por um periodo de

24 horas sem iluminacao, sao apresentados na Figura 58.
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Figura 58 — Média de mortalidade de Artemia salina para solu¢des aquosas dos compostos em

diferentes concentrag6es sem iluminacdo de LED.

Analisando-se a Figura 58, observa-se que 0S compostos apresentaram
toxicidade para a Artemia salina. A toxicidade variou com a concentracdo das
solugbes dos compostos. Nos testes realizados em concentracdes maiores, a
percentagem de mortalidade foi maior, sendo necessario levar em consideracao o

teste realizado sem a presenca de porfirina que apresentou 23,8% de mortalidade
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de Artemia salina, possivelmente devido a perturbacdo (estresse) submetido as
mesmas pelo periodo de 24 horas de incubacéo.

Nas Figuras 59, 60 e 61, sdo apresentados os resultados dos experimentos
para avaliar a atividade fotodindmica dos compostos frente a Artemia salina.

Os gréficos mostram a média percentual de mortalidade obtida com os
diferentes sistemas de LED e solucdo dos compostos na concentragédo de 1,0
umol/L.

De acordo com os gréficos apresentados, € possivel concluir que as maiores
percentagens de mortalidade de Artemia salina ocorrem nos testes realizados com a
presenca de porfirina e iluminacdo (L+P+), portanto observou-se atividade

fotodinamica.

25 - .
% Mortalidade
20 -
[
©
S
T 15 -
..g m H2(TDFSPP)
O 10 -
= ® Zn(TDFSPP)
X
5 -
00
0 T 1
(L-P-) (L+P-) (L-P+) (L+P+)

Figura 59 — Morte percentual média de Artemia salina para solu¢gfes aquosas dos compostos na

concentracdo de 1,0 umol/L e iluminagdo com LED alaranjado.
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Figura 60 — Morte percentual média de Artemia salina para solu¢des aquosas dos compostos na

concentracdo de 1,0 umol/L e iluminagdo com LED verde.
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Figura 61 — Morte percentual média de Artemia salina para solu¢gfes aquosas dos compostos na

concentracdo de 1,0 umol/L e iluminagdo com LED vermelho.

Comparando-se os resultados obtidos para os dois, com os trés sistemas de
iluminagdo, verificou-se que o melhor resultado de atividade fotodinamica foi
observado nos testes com o LED alaranjado, Figura 59, a mortalidade foi superior
sob iluminacao para todos os sistemas analisados.

Um fator importante verificado é que, nos testes realizados com iluminacao de
LED alaranjado, verde e vermelho, a percentagem de mortalidade foi mais baixa do
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gue a percentagem obtida no teste de toxicidade basal. Isso ocorre porque, durante
a iluminagdo com LED, os microcrustaceos ficaram em contato com a solucdo dos
compostos por um periodo de uma hora com iluminacdo e mais duas horas para
iniciar a contagem dos microcrustaceos e, nos testes de toxicidade basal, por um
periodo de 24 horas.

As Figuras 62, 63 e 64 apresentam os graficos da percentagem de
mortalidade de Artemia salina para as solugcbes de ambos 0sS compostos com

concentragéo de 5,0 umol/L.
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Figura 62 — Morte percentual média de Artemia salina para solu¢des aquosas dos compostos na

concentracdo de 5,0 umol/L e iluminac¢éo com LED alaranjado.
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Figura 63 — Morte percentual média de Artemia salina para solu¢des aquosas dos compostos na

concentracdo de 5,0 umol/L e iluminagdo com LED verde.
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Figura 64 — Morte percentual média de Artemia salina para solu¢cfes aquosas dos compostos na

concentracdo de 5,0 umol/L e iluminagéo com LED vermelho.

Os resultados mostram que a porfirina Nay[H2(TDFSPP)] apresentou melhor
resultado com o sistema de LED verde (Figura 63) e a zinco porfirina
Na4[Zn(TDFSPP)], apresentou o melhor resultado com o sistema de LED alaranjado
(Figura 62) na concentragcao analisada.
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Analisando conjuntamente os resultados obtidos para os dois compostos, as
duas concentracdes e o teste de toxicidade basal, observou-se que, embora a
porfirina Nay[H2(TDFSPP)] tenha uma maior toxicidade sem iluminacdo, comparada
a zinco porfirina Nays[Zn(TDFSPP)], essa porfirina apresentou melhores resultados
de acao fotodinamica com concentracédo de 5,0 umol/L e com iluminacéo de sistema
de LED verde.

Comparou-se o estudo realizado com esses compostos com um estudo ja
realizado anteriormente com outros dois compostos, utilizando-se as mesmas
condicbes experimentais. No trabalho realizado por Domareski, a porfirina
[H2(TNBPyYP)], com solucdo na concentracdo de 2,2 u.mol/L, apresentou melhores
resultados de acdo fotodinAmica com sistema de iluminacdo de LED vermelho,
sendo de 65% a percentagem de mortalidade de Artemia salina, sob essas
condicbes experimentais. Para o composto [Zn(TPPS,)], com solugdo na
concentracdo de 5,0 umol/L, a percentagem de mortalidade de Artemia salina foi de
10,17% para o sistema de LED vermelho, que apresentou os melhores resultados. O
composto [Zn(TPPS,)], apresentou percentagem de mortalidade superior sob
iluminacdo, com uma diferenca de trés a quatro vezes maior que sem iluminacao
(DOMARESKI, 2009).

4.5.2 - Cultura de Micro-organismo: Candida albicans, Escherichia coli e

Staphylococcus aureus

Para avaliar a atividade fotodindmica dos compostos Nay[H2(TDFSPP)] e
Nay[Zn(TDFSPP)], na inativacdo de micro-organismos, realizaram-se testes com a
levedura (fungo) Candida albicans e as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. O diferencial desse trabalho é o uso dos sistemas de iluminagao
com LED ja utilizados com outros fotossensibilizadores por Domareski e Mendes.

Na Figura 65, é apresentado o crescimento da levedura e das bactérias sem a

presenca de solucdo dos compostos e sem a presenca de iluminacao.
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Figura 65 — Unidades formadoras de coldénia de Candida albicans (a), Escherichia coli (b) e

Staphylococcus aureus (c) sem a presenca de solugdo dos compostos Nay[H.(TDFSPP)] e

Nay[Zn(TDFSPP)] e sem iluminagao.

A Tabela 6 apresenta a média dos valores obtidos para cada experimento
com a porfirina Nay[H2(TDFSPP)]. Analisando a Tabela, € possivel verificar que, na
presenca de solucdo dos compostos e sem a presenca de iluminagdo (L-P+),
ocorreu inibicdo no crescimento dos micro-organismos, na presenca somente de
iluminagdo (L+P-) com os sistemas de LED também foi possivel constatar inibi¢cdo
no crescimento dos micro-organismos, mas a maior inibicdo no crescimento de
micro-organismos foi observada para o sistema com a presenca de solucdo de

porfirina e iluminagéo (L+P+), portanto indicando a¢éo fotodinamica.
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Tabela 6 — Média do nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) (x 10%)

na presenca e auséncia da porfirina Nay[H2(TDFSPP)] em diferentes sistemas.

Nay[H2(TDFSPP)]
Micro-organismo (L-P-) | (L-P+) LED lluminacéao (L+P-) (L+P+)
10 min 391 360
Alaranjado
30 min 401 383
Candida albicans 487 418
10 min 390 371
Vermelho
30 min 409 405
10 min 1712 1636
Alaranjado
30 min 1699 1541
Escherichia coli 2332 1985
10 min 1302 1107
Vermelho
30 min 1625 1429
10 min 1551 1491
Alaranjado
30 min 2108 1952
Staphylococcus aureus | 2355 2308
10 min 1877 1665
Vermelho
30 min 2199 2090

Sem luz e sem solu¢do do composto (L-P-); com luz e sem solugcdo do composto (L+P-); sem luz e

com solucdo do composto (L-P+).

Para a levedura Candida albicans, os melhores resultados de acao
fotodinamica na inibicdo do crescimento do micro-organismo foram observados para
o sistema de iluminacdo com LED alaranjado.

Para a bactéria Escherichia coli, os melhores resultados de acéo fotodinamica
na inibicdo do crescimento bacteriano foram observados para o sistema de
iluminacao vermelho e para a bactéria Staphylococcus aureus, o melhor resultado foi
observado para o sistema de LED alaranjado.

Um fator importante que foi observado é que o tempo de irradiagdo com 0s
sistemas de LED né&o influenciou na inibicdo do crescimento dos micro-organismos
para os tempos de iluminacao testados. Esperava-se que, ao aumentar o tempo de
irradiacéo sobre os sistemas, ocorreria maior inibicdo no crescimento desses micro-
organismos, ou seja, menor numero de colonias deveria ser observado.

Esse fato so6 foi observado para a bactéria Escherichia coli com o sistema de

LED alaranjado, sendo observado menor niamero de coldnias no tempo de 30 min,
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quando comparado ao tempo de 10 min de irradiacéo. Esse fato pode ser observado
nos gréaficos apresentados nas Figuras 66, 67 e 68.
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Figura 66 - Efeito da porfirina Nay[H,(TDFSPP)] para Candida albicans em sistema de LED

alaranjado e vermelho.
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Figura 67 - Efeito da porfirina Na,[H,(TDFSPP)] para a bactéria Escherichia coli em sistema

de LED alaranjado e vermelho.
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Figura 68 - Efeito da porfirina Nay[H,(TDFSPP)] para a bactéria Staphylococcus aureus em

sistema de LED alaranjado e vermelho.

Comparou-se este estudo com o estudo realizado por Domareski com a
porfirina H,(TNBPyP) e a bactéria Staphylococcus aureus. De acordo com 0s
resultados obtidos para a porfirina Ho(TNBPyP) na concentracdo de 5,0 umol/L e
iluminacdo com os mesmos sistemas de LED utilizados neste trabalho, observou-se
que ocorreu inibicdo no crescimento da bactéria para os dois sistemas de LED
utilizados. Ocorreu maior inibicdo do crescimento bacteriano quando se utilizou o
sistema de LED alaranjado, e, ao aumentar o tempo de irradiacdo com 0s sistemas
de LED, ocorreu melhor agéo fotodinamica, ou seja, melhores resultados na inibicdo
do crescimento bacteriano (DOMARESKI, 2009).

A Tabela 7 apresenta a média dos valores obtidos para cada experimento
com a zinco porfirina. De acordo com a tabela, é possivel analisar que, na presenca
de solugdo do composto e sem iluminagao (L-P+), ocorreu inibicdo no crescimento
dos micro-organismos. Na presenca somente de iluminagéo (L+P-) com os sistemas
de LED, também foi possivel constatar inibicdo no crescimento dos micro-
organismos. A melhor acdo fotodinamica foi observada para o sistema com a
presenca de solucdo de porfirina e iluminacdo (L+P+), o mesmo também havia sido

observado para a porfirina Nay[H2(TDFSPP)].
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Tabela 7 — Média do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) (x 10°)
na presenca e na auséncia do composto Nay[Zn(TDFSPP)] em diferentes sistemas.

Na4[Zn(TDFSPP)]
Micro-organismo (L-P-) [ (L-P+) LED lluminagéo (L+P-) (L+P+)
10 min 247 203
Alaranjado
30 min 256 227
Candida albicans 487 286
10 min 222 195
Vermelho
30 min 243 218
10 min 918 730
Alaranjado
30 min 1213 982
Escherichia coli 2332 2229
10 min 1623 1442
Vermelho
30 min 1901 1706
10 min 2019 1984
Alaranjado
30 min 1844 1614
Staphylococcus aureus | 2355 2194
10 min 1124 983
Vermelho
30 min 1107 907

Para a zinco porfirina Na4[Zn(TDFSPP)] com a levedura Candida albicans, os
melhores resultados de acdo fotodinamica na inibicdo do crescimento do micro-
organismo foram observados para o sistema de iluminacdo com LED vermelho.

Para a bactéria Escherichia coli, os melhores resultados de acéo fotodinamica
na inibicdo do crescimento bacteriano foram observados para o sistema com LED
alaranjado e, para a bactéria Staphylococcus aureus, o melhor resultado foi
observado para o sistema de LED vermelho.

O tempo de irradiacdo com os sistemas de LED néao influenciaram na inibicao
do crescimento dos micro-organismos da levedura Candida albicans e da bactéria
Escherichia coli. Foi observado menor numero de colénias no tempo de 30 min,
quando comparado ao tempo de 10 min de irradiacdo para a bactéria
Staphylococcus aureus com os sistemas de LED alaranjado e vermelho. Esses fatos

podem ser observados nos graficos apresentados nas Figuras 69,70 e 71.
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Figura 69 - Efeito da zinco porfirina Nas[Zn(TDFSPP)] para Candida albicans em sistema de

LED alaranjado e vermelho.
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Figura 70 - Efeito da zinco porfirina Nay[Zn(TDFSPP)] para a bactéria Escherichia coli em

sistema de LED alaranjado e vermelho.
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Figura 71 - Efeito da zinco porfirina Na,[Zn(TDFSPP)] para a bactéria Staphylococcus aureus

em sistema de LED alaranjado e vermelho.

Analisando-se os dados das Tabelas 6 e 7 e, comparando-se aos gréficos das
Figuras 66 e 69, € possivel concluir que a acao fotodinAmica para Candida albicans
independe do sistema de LED utilizado para ambos os compostos.

A Figura 72 apresenta um exemplo do resultado obtido com sistema de LED
alaranjado na presenca de solugcao de porfirina para ambas as porfirinas.

Figura 72 — Unidades formadoras de col6nia de Candida albicans na presenca de Nay[H,(TDFSPP)]
(a) e na presencga de Nay[Zn(TDFSPP)] (b) e iluminag&o de 30 min em sistema de LED alaranjado.
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As Figuras 73 e 74 apresentam exemplos dos resultados obtidos com
sistemas de LED alaranjado e vermelho na presenca de solucdo de ambos os

compostos.

Figura 73 — Unidades formadoras de col6nia de Escherichia coli na presenca de NayH,(TDFSPP)] (a)

e na presenca de Nay[Zn(TDFSPP)] (b) e iluminacao de 30 min em sistema de LED alaranjado.

Figura 74 — Unidades formadoras de coldnia de Escherichia coli na presenca de Nay[H,(TDFSPP)] (a)
e na presenca de Na,[Zn(TDFSPP)] (b) e iluminacdo de 30 min em sistema de LED vermelho.

A Figura 75 apresenta um exemplo do resultado obtido com sistema de LED

alaranjado na presenca de solu¢do para ambos 0s compostos.
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Figura 75 — Unidades formadoras de colénia de Staphylococcus aureus na presenca de
Nay[H(TDFSPP)] (a) e na presenca de NayZn(TDFSPP)] (b) e iluminacéo de 30 min em sistema de

LED alaranjado.

A Figura 76 apresenta um exemplo do resultado obtido com sistema de LED

vermelho na presenca de solu¢cdo de ambos 0os compostos.

Figura 76 — Unidades formadoras de colénia de Staphylococcus aureus na presenca de
Nay[H(TDFSPP)] (a) e na presenca de NayZn(TDFSPP)] (b) e iluminagéo de 30 min em sistema de
LED vermelho.

Comparou-se esse estudo com o estudo realizado por Domareski com o
composto Zn(TPPS,) e a bactéria Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos
mostram que esse composto apresenta acdo com os dois sistemas de LED

utilizados. Com relagéo ao efeito do tempo de iluminacgdo os resultados com os dois
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sistemas de LED nos tempos de 10 e 30 minutos de iluminagcdo s&o muito
semelhantes, ndo foi observada uma resposta linear com relagdo ao tempo de
iluminacéo para o LED alaranjado (DOMARESKI, 2009).

Comparou-se também com o estudo realizado por Mendes nas mesmas
condicBes experimentais, Mendes observou a mortalidade da bactéria Escherichia
coli quando exposta a luz vermelha e a luz azul na presenca das porfirinas TMPyP e
ZnTPPS,; em concentracdo proxima a 1,0 umol/L. A porfirina TMPyP apresentou
melhores resultados frente a ZnTPPS,. A acao fotodinamica foi mais eficiente com a
combinacgao de porfirina catibnica TMPyP e luz vermelha, com tempo de iluminagao
de 30 minutos, levando a uma maior inibicAo do crescimento bacteriano. Nesse
estudou concluiu-se que esse resultado se deve a maior capacidade da porfirina
TMPyP em gerar oxigénio singlete, sob as mesmas condi¢fes citadas, em relacéo a
porfirina ZnTPPS, (MENDES, 2008).
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5 CONCLUSOES

Os compostos Nay[H2(TDFSPP)] e Nay[Zn(TDFSPP)] ndo apresentaram
fotodegradacdo quando analisados frente aos diferentes sistemas de iluminagéo
com LED, sendo portanto estaveis sob as condi¢des de iluminacéo utilizadas.

Os resultados dos experimentos realizados em misturas agua/etanol
indicaram que nao ocorreu formacdo de agregados para 0S compostos nas
condi¢cbes analisadas.

Nos testes de acido Urico, observou-se que 0s compostos geraram OXxigénio
singlete, e que a zinco porfirina apresentou uma maior eficiéncia na geracdo da
espécie reativa.

Através da analise dos resultados obtidos nos testes com Artemia salina
conclui-se que para os dois compostos e para os trés sistemas de LED a maior
percentagem de mortalidade ocorreu nos testes com associacdo do composto e
irradiacao, indicando a atividade fotodinamica dos sistemas utilizados.

Os resultados dos testes para avaliar a atividade fotodinamica dos compostos
na inativagcdo de micro-organismos mostraram que os menores valores de UFC
foram observados para os sistemas com associacdo dos compostos e iluminacéo,
observando-se inativacdo fotodindmica dos compostos sobre micro-organismos
estudados.

Portanto, os resultados obtidos demonstraram que os compostos analisados
apresentam potencial para serem utilizados em Terapia Fotodinamica, e estimulam a

realizacdo de estudos complementares.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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