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RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma modalidade de tratamento minimamente
invasiva que depende de dois componentes: fotossensibilizador (FS) e luz. Consiste
na administracdo de um farmaco que, ao atingir o seu sitio de acao, é irradiado por
luz, cujo comprimento de onda é absorvido, e catalisa a producéo de radicais de
oxigénio, e de oxigénio singlete, que desencadeiam a morte celular do tecido
atingido, por necrose ou apoptose. Por ser promissora no tratamento em infeccbes
bacterianas e em céanceres (principalmente em céancer de pele do tipo néao
melanoma), muitos estudos buscam novos compostos fotossenssibilizadores que
sejam eficazes e apresentem poucos efeitos colaterais. O objetivo desse trabalho foi
investigar a eficiéncia fotodinamica dos compostos cloreto de [5, 10, 15, 20-
tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirinato ferro(lll)], [Fe(TPPS,)]CI, e p—toluenosulfonato de
5, 10, 15, 20-tetrakis(N-metil-4-piridil)porfirina, [H2(TMPyP)], através de ensaios
espectroscopicos e citotoxicos utilizando sistema de LED para irradiacéo, visando
posterior utilizacdo em Terapia Fotodinamica. Utilizou-se o método do acido Urico
para determinacdo da atividade fotodinAmica, a andalise do comportamento
espectroscopico a partir de alteragcdes do pH do meio, na auséncia e presenca de
CTAB, interpretacfes de reacOes de fotobranqueamento, e avaliou-se a atividade
fotodinamica através de ensaios in vitro com micro-organismos (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans) e Artémia salina. Os resultados
apresentados neste trabalho com a porfirina [H2(TMPyP)] utilizando-se LED na
irradiacdo, demonstraram que o sistema porfirina/LED tem potencial para ser
utiizado em TFD, uma vez que apresentou atividade fotodindmica satisfatéria, e
uma inibicdo significativa nas UFCs dos micro-organismos estudados,
principalmente quando se fez uso de LED vermelho. A metaloporfirina [Fe(TPPS,)]Cl
apresentou menores valores de atividade fotodinamica no teste de AU e nos testes
com micro-organismos, nas condicfes experimentais utilizadas, quando comparada
com [Hz(TMPyP)].

Palavras-chave: Atividade Fotodinamica. Andlise Espectroscopica. [Fe(TPPS,)]CI.
[H2(TMPyP)]. Micro-organismos.



ABSTRAT

Photodynamic therapy (PDT) is a kind of treatment minimally invasive which depends
on two components: photosensitizer and light. It consists of the administration of a
drug which after reaching its action site is activated by light, whose wavelength is
absorbed and catalyses the production of free radicals oxygen, and singlet oxygen,
which trigger the cellular death of the unhealthy tissue, either by necrosis or
apoptosis. As this technique appears as very promising in the treatment of bacteria
infections and cancers (mainly skin cancer of the non-melanoma), several studies
seek new photosensitizers compounds which are efficient and present little collateral
effect. The aim of this study was to investigate the photodynamic efficiency of [5, 10,
15, 20-tetrakis(4-sulfonatophenyl) porphyrinato Iron (lll)], chloride, [Fe(TPPS,)]CI,
and 5, 10, 15, 20-tetrakis(N-methyl-4-pyridyl) porphyrin p-toluenesulfonate,
[H2(TMPyP)], compounds, through spectroscopic and cytotoxic analysis, using LED
irradiation system, for later use in photodynamic therapy. The uric acid method was
employed in order to determine the photodynamic activity, analyse the spectroscopic
behavior regarding alterations in the environment pH, with and without CTAB and
interpret photobleaching reactions. Toxicity was evaluated through in vitro
experiments with microorganisms (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida albicans) and Artémia salina. Results presented in this work with
[H2(TMPyP)] porphyrin, using LED irradiation, demonstrated that the porphyrin:LED
system can be used in PDT, once it presented satisfactory photodynamic activity,
and significant inhibition of CFUs (Colony forming units), regarding the micro
organisms under study, mainly when the red LED was used. Metalporphyrin
[Fe(TPPS,)]CI presented lower photodynamic activity values in both AU and
microorganisms tests under the experimental conditions employed when compared
to [Ha(TMPyP)].

Key-words: Photodynamic activity. Spectroscopic  Analysis. [Fe(TPPSy)]CI.
[H2(TMPyP)]. Microorganisms
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1 INTRODUCAO

A Terapia Fotodindmica (TFD) € uma modalidade de tratamento
minimamente invasiva que depende de dois componentes: fotossensibilizador (FS) e
luz. A TFD € atualmente utilizada no tratamento de diversas doencas como a
degeneragédo macular da retina, canceres (principalmente em cancer de pele do tipo
nao melanoma), doenca arterial coronariana, leishmaniose, oncomicoses, queratose
actinia, ictericia, verrugas virais, acne, fotorejuvelescimento, tratamentos

odontoldgicos, tratamentos antibacterianos e outros.

A Terapia Fotodindmica consiste na administragdo de elementos
fotossensiveis ao organismo, que sdo carreados até locais com bastante irrigacédo
sanguinea, como 0s tumores ou processos inflamatérios, onde se mantém. O local
doente é entdo irradiado por luz, a radiacdo é absorvida pelo farmaco, e catalisa a
produgéo de radicais de oxigénio, e de uma forma reativa do oxigénio, conhecido
como oxigénio singlete, que desencadeiam a morte celular do tecido atingido, por

necrose ou apoptose.

O tratamento com TFD ndo foca somente o tumor ou regido doente, mas
também o campo no qual se desenvolveu. A terapia torna-se seletiva pela incidéncia
de luz, sendo assim, destr6i somente as células irradiadas preservando o tecido
saudavel, além disso, um dos principais beneficios do procedimento é que varias

lesbes podem ser tratadas ao mesmo tempo.

A intensidade e o poder de penetracao da luz devem ser satisfatérios, assim
como deve ser garantido que o FS atinja o tecido doente, atravessando barreiras
como a circulacdo e membranas celulares, além do fato de garantia de acdo em pH
adequado e uma distribuicdo uniforme no tecido doente, pois caso se acumule na
superficie do mesmo, o proprio fotossensibilizador impedira a incidéncia de luz nas
camadas mais profundas. Alguns pigmentos biologicos presentes normalmente em
tecidos, como a hemoglobina e a melanina, também absorvem luz e podem interferir
no processo fotodinamico. Orgdos altamente pigmentados e visceras macicas
(figado, baco, rins e medula 6ssea) impedem a penetracédo da luz para o tratamento,
0 que os torna resistentes a TFD (PELEGRINO et al., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pelegrino%20AC%22%5BAuthor%5D
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Estudos mostram que derivados porfirinicos véem apresentando condi¢des
para esse uso, uma vez que se acumulam seletivamente nas células cancerosas,
sao ativadas por luz na faixa de radiacdo visivel, e também por apresentarem alto
poder de reacdo e rendimento quantico de geracdo de oxigénio singlete. Algumas
substancias ja apresentam comprovada a¢do como agentes fotossensibilizadores e
possuem apresentacées comerciais, outras estdo em estagio de aprovacdo pelos
orgaos competentes (SIMPLICIO, MAIONCHI, HIOKA, 2002; CALVAZARA-PINTON,
VENTURINI, SALA, 2007a; PERUSSI, 2007).

Sendo assim, o0 desafio esta em estudar novos compostos
fotossenssibilizadores, que possam ser ativados por luz de comprimentos de onda
em que se permitam a penetracdo no tecido bioldgico, com maior seletividade e

potencialmente eficazes para o tratamento de diversas doencas.

1.1 PORFIRINAS

A palavra “porfirina” tem suas origens na Grécia antiga. Naquela época, a
palavra grega porphura era usada para descrever a cor purpura. Isso imediatamente
nos diz algo acerca de uma das caracteristicas mais importantes das porfirinas: sua
cor purpura intensa. As mesmas dispdem em sua estrutura basica quatro anéis
pirrélicos conectados por pontes de metino numa configuracdo ciclica, como

mostrado na Figura 1, podendo apresentar cadeias laterais diferenciadas.

A estrutura de macrociclos das porfirinas foi proposta pela primeira vez por
Kuster em 1912 e, posteriormente, por Hans Fischer, considerado pai da quimica

moderna das porfirinas.
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e carbonos «
O carbonos

o carbonos-meso

Figura 1- Estrutura no anel porfirinico com numeracdo de carbonos e nitrogénios.

As posicbes 5, 10, 15 e 20, (Figura 1) correspondem aos carbonos
metinicos, sendo também denominadas de posices meso (meio entre dois anéis
pirrélicos). As posicdes 2 e 3; 7 e 8; 12 e 13; 17 e 18 correspondem aos carbonos
pirrélicos ndo diretamente ligados as posi¢cdes meso, sdo denominadas de posicoes
B, e as posicdes 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16 e 19 correspondem aos carbonos pirrélicos
diretamente ligados as posicdes meso, sendo denominados de carbonos a. O
prefixo “tetrakis” é utilizado quando as porfirinas possuem quatro substituintes iguais
nas posicbes meso do anel (5, 10, 15, e 20), e se estes substituintes forem
aromaticos eles podem possuir heteroatomos como substituintes nas posi¢des orto,
meta e para (MILGROM, 1997).

Porfirinas, que apresentam atomos de hidrogénio ligados aos nitrogénios
nas posicoes 21 e 23, conforme Figura 1, chamam-se bases livres. As porfirinas que
apresentam a substituicdo destes hidrogénios por um metal coordenado pelos
quatro nitrogénios sao chamadas metaloporfirinas. A adicdo de prétons aos
nitrogénios das posigdes 22 e 24 de porfirinas bases livres, da origem a forma
diacida, e a remocgéo dos hidrogénios das posi¢des 21 e 23 da origem a forma
dibasica. Distor¢bes do macrociclo podem ocorrer em reacdes de protonacdes ou
desprotonacdes dos nitrogénios centrais combinados com volumosos substituintes.
(MILGROM, 1997).
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A porfirina contendo como substituintes o grupo fenila nas posi¢coes meso do
anel (5, 10, 15 e 20), é um exemplo da classe das porfirinas denominadas por
Dolphin como de 12 geracédo (Figura 2a). Esta porfirina foi assim denominada por
apresentar baixa atividade catalitica em reacdes de oxidacdo, jA que 0S grupos
fenilicos promovem fraca ativacdo eletrébnica do anel e ndo parecem estabilizar a
espécie catalitica ativa admitida para a catalise de oxidagdo envolvendo estes
compostos, uma espécie de alta valéncia, que para porfirinas de ferro € denominada
de ferril porfirina n-cation (ALBERTI, 2009).

As porfirinas sdo denominadas de 22 geracdo, quando os grupos fenilicos
nas posicdes meso do anel porfirinico, possuem como substituintes halogénios ou
outros grupos que causam efeito indutivo retirador eletronico (Figura 2b). Estes
grupos promovem uma melhor ativagdo do anel e evitam ataques eletrofilicos ao
mesmo, além de estabilizar a espécie catalitica ativa. Porfirinas do tipo
protoporfirinas ou porfirinas de 3% geracdo (Figura 2c) correspondem as que
apresentam grupamentos eletronegativos ou volumosos nas posigdes B-pirrolicas (2,
3, 7, 8, 12, 13, 17 e 18). Em geral, espera-se que estas porfirinas apresentem
grande atividade catalitica devido a possivel distorcdo no anel promovida pela
presenca de grupos nestas posicdes. Além disso, ainda pode haver a formacéo e
ativacdo da espécie catalitica ativa devido a eletronegatividade ou efeito retirador
eletrbnico causado por grupos substituintes, tais como halogénios ou outras
espécies (ALBERTI, 2009).

X =Cl, F, NO,, NH>
L\—//J o~
) X Jx
N NN T X
/_:_h"l "'N_/ ' x- {v “‘all/% X
NN B H O\ /—\ — = — HNf—"\
O e @) (N ¢ N
\N . @) —O \ S A \—
N AL EEN J%T M _p~x
r S
'
[L\J/ =
(@) (c)

Figura 2-Representacdo de exemplos de estruturas das porfirinas de (a) 12 geragdo (b) 22
geracéo e (c) 32 geracdo (ALBERTI, 2009).
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As porfirinas oferecem vantagens experimentais sobre outros sistemas
doadores, dentre elas o desenvolvimento de varios métodos de sintese, elevados
valores de coeficiente de absortividade molar (¢) e rendimentos quanticos de

emisséao fluorescente significativos (NERI et al., 2002).

As porfirinas ndo coordenadas aos metais (bases livres) possuem espectro
com uma banda extremamente intensa, com coeficiente de absortividade molar da
ordem de 10°mol. L. cm ™ na regi&o de 400 nm (banda Soret) (Figura 3 a), e mais
quatro bandas no visivel na regido de 500 a 700 nm (bandas Q) (Figura 3 b). As
cinco bandas tém origem em transicbes n = n*. Em meio fortemente acido pode
ocorrer a protona¢ao das porfirinas, 0 que pode ocasionar significativa alteracdo das
suas propriedades espectroscopicas; podem ainda ser carregadas positiva
(catibnicas) ou negativamente (anidnicas) de acordo com as cargas presentes nos
substituintes situados no anel porfirinico (GOUTERMANN, 1961).

(a) (b)

0,005
0,4 1

0,000

-0,005 4

Absorbancia

0,3 4
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-0,015 4

012 T T T T T T
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Comprimento de Onda (nm)

0,14

0,0 H
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300 400 500 600 700 800
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Figura 3- Espectro de absorc¢éo UV-Vis da porfirina [Ho(TMPyP)], (a) banda Soret (b) bandas Q.



19

As variagbes na conformacdo destes compostos causam alteracdes nas
propriedades quimicas e fisicas, como: potencial de reducéo, atividade catalitica,
solubilidade, e estabilidade dos estados excitados. As variacdes dos substitutos
periféricos do anel da porfirina causam mudancas de menor importancia na

intensidade e no comprimento de onda dessas absor¢cdes (GOUTERMANN, 1961).

1.1.1 COEFICIENTE DE ABSORTIVIDADE MOLAR

As porfirinas apresentam uma forte deslocalizacdo de elétrons n, a qual €
responsavel pelo carater aromatico do nudcleo porfirinico, resultando numa pequena
diferenca de energia entre o HOMO (orbital preenchido de maior energia) e o LUMO
(orbital vazio de menor energia) e, consequentemente, no aumento das intensidades
das bandas de absorcéo do visivel e do ultravioleta. As bandas do visivel, em geral,
sao oriundas de transi¢des do tipo n-7* (RIBEIRO, JORGE, 2004). A simetria, plano
e elevado grau de conjugacdo do ndcleo tetrapirrdlico sdo responsaveis por
caracteristicas de absorcdo essenciais para a distingcao e estimativa dos varios tipos
de porfirina.

O coeficiente de absortividade molar refere-se ao maximo de absorcdo de
uma banda que aparece num espectro eletrénico. Mas, a temperatura ambiente nao
ocorrem apenas transi¢cdes eletronicas, diversas transi¢cdes vibracionais contribuem
para a formacédo da banda de absorcdo. Portanto, o coeficiente de absortividade
molar é uma quantidade adiabatica, resultado do Principio de Franck — Condon, que
diz: “Uma transicao eletrbnica € tdo rapida, comparada com o movimento nuclear,
gue o nudcleo ainda tera aproximadamente a mesma posicdo € momento que tinha

antes e imediatamente apos a transicao” (SETUBAL, 2007).

A medida do quéo fortemente uma espécie quimica absorve luz num dado
comprimento de onda é dada pelo coeficiente de absortividade molar (¢). Ao se
investigar a eficiéncia fotodinAmica de porfirinas, através de ensaios
espectroscopicos, pode-se determinar o coeficiente de absortividade molar (g),
atravées da Lei de Lambert—-Beer (Equacédo 1), trata-se de uma constante de
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proporcionalidade que relaciona a absorbancia observada (A), em um comprimento
de onda especifico (A\) com a concentracdo em quantidade de matéria da amostra [c]
e o comprimento (b) (em centimetros) do caminho do feixe de luz através da célula

da amostra.

A=¢.b.c (Equacédo 1)

1.2 METALOPORFIRINAS

As porfirinas tém a propriedade de se combinarem prontamente com metais,
através de ligacbes ibnicas e coordenadas, com os quatro atomos de nitrogénio
centrais, formando quelatos ou complexos muito estaveis, as metaloporfirinas
(Figura 4). E sob essa forma que os pigmentos pirrdlicos exercem as suas func¢des

mais importantes nos organismos Vivos.

Figura 4- Estrutura do Complexo ferro porfirina - grupo heme presente na hemoglobina e na

mioglobina
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Durante o processo de metalagcdo, ocorre uma mudanga significativa na
simetria do anel da porfirina. O tamanho do cétion influencia a conformagéo do anel
e, consequentemente a estabilidade do complexo (GOUTERMANN, 1961). Este tipo
de modificacdo do anel porfirinico, leva a alteracdes do comportamento da porfirina
em niveis eletrénicos e estéricos, alteracdes essas que por sua vez, sdo fortemente
dependentes do préprio metal introduzido. A porfirina metalada perde a planaridade
e passa a ter uma conformacéo em forma de cela ou cesta, em onda ou em cupula
(PEREIRA, 2004).

A capacidade de uma porfirina distorcer-se mais ou menos, esta
estritamente relacionada ao arranjo das insaturacdes desse anel, podendo afetar
profundamente a simetria do grupo metalado e, consequentemente, suas
propriedades fisico-quimicas. Porém, é interessante salientar que esses estados
distorcidos e planares podem se apresentar interconversiveis, ou seja, podem
constituir um equilibrio quimico (MOREIRA, RIBELATTO, IMASATO, 2004).

Tratando-se de TFD, e do fato de que as porfirinas sdo os
fotossessibilizadores, € importante comparar as porfirinas endégenas e os hemes
sintéticos, onde frequentemente estes apresentam diferentes propriedades, como,
por exemplo, a rapida rotacdo dos ligantes axiais em solu¢cdes homogéneas,
quando, evidentemente, ndo sao inseridos nos complexos impedimentos estéricos
gue impecam essa movimentacdo. Quando a rotacdo € livre, os complexos se
diferenciam das porfirinas em varios aspectos e, notadamente, quanto as

propriedades magnéticas (MOREIRA, RIBELATTO, IMASATO, 2004).

Nas reacBes de catdlise utilizando metaloporfirinas, ha a formacao do
complexo metalico de alta valéncia (suposta espécie catalitica ativa), através da
reacdo desses compostos com um doador de oxigénio, que € dependente da
natureza do oxidante bem como da estrutura da metaloporfirina. Os compostos
porfirinicos, principalmente de manganés (ll) e (Il) e ferro (Ill), sdo estudados como
catalisadores em sistemas homogéneos (reagentes e catalisador contidos na
mesma fase) e heterogéneos (catalisador e reagentes em fases distintas), para
oxidacdo de substratos organicos, bem como em reacgdes eletroquimicas (HALMA et
al., 2008).
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As metaloporfirinas apresentam um espectro com bandas diferenciadas,
visto que a insercdo de ions metalicos pouco eletronegativos resulta em
deslocamentos batocromicos da banda Soret (Figura 5 a). Com a metalagéo altera-
se a simetria molecular, ocorrendo uma nova distribuicdo nos orbitais eletrénicos
gue origina outras transi¢des eletronicas, formando duas novas bandas Q.(Figura 5
b) (GOUTERMANN, 1961).
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Figura 5- Espectro de absor¢do UV-Vis da porfirina [Zn(TPPS,)], (a) banda de Soret (b) bandas
Q.

As porfirinas tém um extenso sistema de elétrons = deslocalizados, que
podem ser modificados através de diferentes substitutos periféricos, variando com o
metal central ou por expancdo do tamanho do macrociclo. O ion metéalico aceita o
par de elétrons dos atomos de N do anel pirrol, enquanto os elétrons dos ions
metalicos sdo doados para a molécula de porfirina, formando ligacdes =

deslocalizadas, que permitem facilitar o fluxo de elétrons dentro do sistema. Quando



23

0 ion metalico se coordena com o N atomos, a simetria da molécula aumenta e o
namero das bandas Q, diminui (ZHENG et al., 2007).

As conformacfes do anel sdo fundamentais para a interpretacdo dos
deslocamentos das bandas dos espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-
visivel de sistemas porfirinicos. Como as chamadas bandas B (Soret) e Q séo
transicbes © = =*, logo, transicdes do anel porfirinico sédo, portanto, sensiveis as
mudancas conformacionais do anel. Estd bem estabelecido que quanto mais
distorcido o anel, maior o deslocamento para o vermelho (GOUTERMANN, 1961).

As porfirinas em geral possuem uma alta hidrofobicidade, sobretudo na
forma desmetalada, aspecto interessante a TFD, pois a menor compatibilidade com
a agua implica, em geral, em maior afinidade por tecidos celulares. Por outro lado,
essa propriedade faz com que haja grande tendéncia a esses compostos se
autoagregarem em solucdo aquosa. Outra situacdo que pode levar a formacéo de
agregados é o aumento da concentracdo do FS (MOREIRA, RIBELATTO,
IMASATO, 2004).

1.3 AGREGACAO

Um agregado pode ser considerado um aglomerado de particulas ou
moléculas, que se juntam sem ligacBes quimicas. Ele é caracterizado pela sua
estrutura espacial (posicao relativa de particulas dentro do agregado) e pelo nUmero

de agregacdo n (numero médio de particulas dentro do agregado) .

A autoagregacao de porfirinas gera espécies pequenas (dimeros e trimeros)
(Figura 6) e agregados grandes (poliméricos). Esse estado afeta fortemente suas
propriedades espectrais e energéticas, reduzindo o tempo de vida dos estados
excitados, consequentemente, o rendimento quéantico de formacgédo de oxigénio
singlete e, portanto, comprometendo a eficacia em TFD (BORISSEVITCH, GANDINI,
1998).



24

Os mecanismos que regem o fendmeno de autoagregacgéo de porfirinas
ainda ndo estdo totalmente estabelecidos. Entretanto, € conhecido que forcas de
natureza eletrostatica, forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdo n-
7, e efeito hidrofébico contribuem para a formacdo desses agregados. A natureza
dos substituintes das porfirinas, temperatura, pH e presenca de surfactantes também
podem influenciar na formacdo de autoagregados (GANDINI, YUSHMANOV,
TABAK, 2001).

Esta propriedade é conferida essencialmente pela sua nuvem de elétrons =«
deslocalizados ao longo do anel central de que resultam intera¢des do tipo Van der
Waals, ou seja, pela sua natureza, se traduzem em energias de ligacédo baixas mas
que devido a pequena distancia que colocam as moléculas resultam muitas vezes
em acoplamentos electronicos n-n*. A energia da interacdo depende da orientacéo
relativa dos momentos dipolares de transicdo das moléculas do agregado
(PEREIRA, 2004).

E de salientar que muitos dos agregados observados derivam da formac&o
prévia de formas protonadas das porfirinas. De fato, a repulsédo resultante da forte
densidade eletronica do anel central é fortemente atenuada se for colocada carga
positiva no centro desse mesmo anel que, assim, favorece a aproximacao entre 0s
mondmeros ao aumentar a atracdo eletrostatica entre partes da molécula com
diferentes cargas efetivas (PEREIRA, 2004).

COCH

Figura 6- Interagdo entre as moléculas dos fotossensibilizadores para formar agregados.
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Entre os agregados podemos distinguir duas importantes classes em
arranjos completamente ordenados, sendo conhecidos como agregados J e H. O
agregado J € um arranjo de moléculas dispostas lado a lado, enquanto no agregado
H, as moléculas estdo dispostas face a face. A estabilidade do agregado depende
da area de contato entre os mondmeros. Por isso, os agregados H, onde hd uma
maior area de contato, deveriam ser mais estaveis. Contudo, varios fatores podem
atrapalhar a formacdo de agregados do tipo H, favorecendo a formacdo de
agregados do tipo J (KELBAUSKAS et al., 2003).

As propriedades espectrais tipicas intrinsecas dos agregados dos FS com
respeito aos monémeros sdo: deslocamento e alargamento da banda Soret e da
altima banda Q para o vermelho, no caso de formacdo de agregado J e
deslocamento em torno de 10 nm da banda Soret e das bandas Q para o azul, no
caso de agregado H; tempo relativamente curto do estado singlete (S;); baixo
rendimento quéantico de fluorescéncia e também uma insignificante geracdo de

oxigénio singlete (KELBAUSKAS et al., 2003).

A formacdo de agregados provoca a diminuicdo do tempo de vida do
fotossensibilizador no estado triplete em razdo do aumento dos decaimentos nao-
radiativos por conversao interna, tornando mais dificil a transferéncia de energia do
fotossensibilizador do estado triplete excitado para o 0,, o que diminui a eficiéncia
do fotossensibilizador. A agregacdo das porfirinas esta associada a resisténcia do
meio aquoso em abrir cavidades para as moléculas hidrofébicas, resultando na
justaposicdo das superficies hidrofébicas para minimizar a area exposta ao meio
aquoso (RIBEIRO et al., 2007).

Uma das principais maneiras de aferir a presenca de espécies agregadas
numa amostra de porfirina passa pela analise espectroscopica das mesmas, atraves
de testes de conformidade a Lei de Lambert-Beer. Desvios negativos a essa lei
evidenciam uma provavel presenca de agregados. Os seus espectros de absorcéo
também evidenciam diferencas, principalmente do comprimento de onda dos
maximos de absorcdo, bem como, do proprio coeficiente de absortividade molar
(PEREIRA, 2004).
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O efeito da agregacdo sobre as propriedades fotofisicas de um farmaco,
particularmente a fluorescéncia, a energia dos estados excitados gerados, a
capacidade de transferéncia de energia e elétrons, sdo de fundamental importancia
na avaliacdo do potencial fotodindmico desses compostos nas reacdes foto-
oxidativas (SOARES, 2006).

1.4 FLUORESCENCIA

As solucdes de porfirinas e seus sais, quando irradiados com luz ultravioleta
(~400 nm), evidenciam lindas fluorescéncias, vermelha ou alaranjada, detectaveis
pelo olho até concentracdes de 10® mol.L™? e, fotoeletricamente, abaixo de 10™°
mol.L™ (SILVA, 1970).

A intensidade da fluorescéncia para determinadas porfirinas depende de
varios fatores: natureza do solvente, temperatura, pH do meio e 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, nas regides

visivel e ultravioleta, dos pigmentos tetrapirrdlicos (GOUTERMANN, 1961).

A fluorescéncia também é influenciada pela natureza do metal das
metaloporfirinas, enquanto os complexos metalicos de Cd, Pb, Zn, Mg fluorescem
guando dissolvidos em alguns solventes, os de Co, Ni, Fe e Cu sédo desprovidos
dessa caracteristica. Explica-se, assim, que a hemoglobina, a mioglobina e os seus
derivados ndo possuam a fluorescéncia, que surge logo apés a libertacdo do Fe do
grupo prostético (SILVA, 1970).

1.5 MECANISMO DE ACAO DO FS NA TERAPIA FOTODINAMICA

O mecanismo de agdo da TFD estd relacionado a capacidade do FS

absorver radiacdo na faixa visivel do espectro eletromagnético. A irradiacdo do
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tecido doente provoca a excitagcdo do FS a um estado eletrbnico de maior energia, 0
qual pode retornar ao estado fundamental via processos radiativos (como
fluorescéncia ou fosforescéncia) ou n&o-radiativos (como conversao interna,
cruzamento intersistema ou relaxacdes vibracionais). E o cruzamento intersistema

que, na presenca de oxigénio, e do estado triplete excitado gerado, acaba por
induzir a producao de espécies reativas de oxigénio (02'_,'OH, H,0,) definidas como

EROs, que atacam centros especificos dentro dos sistemas celulares,
desencadeando a morte de tais tecidos por apoptose ou necrose celular
(PELEGRINO et al., 2005).

7

A apoptose € a morte celular programada, € o suicidio celular por um
mecanismo de autodestruicdo interno, consistindo em uma sequéncia
geneticamente programada de eventos bioquimicos. Ela é, portanto, diferente da
necrose, que € uma desintegracdo desorganizada de células danificadas, resultando

em produtos que desencadeiam a resposta inflamatéria (RANG, DALE, 2007).

A molécula de oxigénio no estado fundamental tem um papel importante nos
processos fotoquimicos devido ao seu elevado potencial quimico e a suas
caracteristicas reativas Unicas (SETUBAL, 2007). O diagrama de orbitais
moleculares dessa molécula em seu estado fundamental 3Zg~ estd mostrado na

Figura 7.

Energia T

Figura 7- Diagrama de niveis de energia dos orbitais moleculares do O, no seu estado
fundamental (ATKINS,JONES, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pelegrino%20AC%22%5BAuthor%5D
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A configuracao de estado fundamental do oxigénio é

* *

. 2 *2 2 4 1
O2: 025" 025 “ O2p” Top M2p = T2p
Essa configuracdo d& origem a trés estados *xg~, 'Ag e '=g".

Oxigénio singlete é como sdo conhecidos os dois estados eletronicamente
excitados imediatamente superiores ao oxigénio molecular no estado fundamental
(Zg). A configuracdo eletrdnica do oxigénio no estado fundamental possui dois
elétrons desemparelhados nos orbitais moleculares degenerados n* (orbitais
diferentes com a mesma energia) ocupados por dois elétrons, sendo que cada
elétron ocupa um orbital n*¢ e ©*,, numa configuragdo com os spins paralelos. Esta
caracteristica conferiria ao oxigénio uma alta reatividade. Entretanto, sua reducéo
direta por reativos com dois elétrons com spins antiparalelos € proibida pela regra de

conservacao de spin, tornando-o “relativamente inerte”.

Os elétrons que ocupam os orbitais ©* tendem a possuir o mesmo spin de
forma a produzir multiplicidade maxima e assim um estado de mais baixa energia.
Essa € a razdo pela qual o estado fundamental do oxigénio molecular € um triplete.
A Tabela 1 apresenta as formas de ocupacdo nesses orbitais moleculares
antiligantes, para o oxigénio no estado fundamental, assim como para os estados
excitados imediatamente superiores (MACHADO, 2000).

Tabela 1- Ocupacédo dos orbitais moleculares antiligantes para os estados eletrénicos do O,
(MACHADO, 2000).

Estado Orbital molecular antiligante Energia*, kJ.mol™
’zg M1 5[] Y 0
'Ax OEARE 92,4
lAy [ ] ™y [TJ/] TC*y 92,4
'y . . 159,6
g (1] w5 4] !

* Relativa ao estado fundamental
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Desses estados, 0s que possuem energia intermediaria (*A, e 1Ay; 924
kJ.mol') sdo os responsaveis pela reatividade quimica do oxigénio singlete. A
simetria dessas moléculas, diferente do estado fundamental, lhes garante um
consideravel tempo de vida, quando comparado com a forma de mais alta energia
(1Zg; 159,6 kJ.mol™), que possui a mesma simetria do estado fundamental. Os
estados A, e 1Ay sdo degenerados e possuem uma distribuicdo eletrbnica na qual
os elétrons que ocupam um dos orbitais antiligantes n* se encontram em um dos

planos mutuamente perpendiculares.

Por serem degenerados, os estados A, e lAy sdo, por conveniéncia,
representados como sendo o estado ‘A, O orbital molecular vazio no estado A,
(Figura 8) garante ao oxigénio singlete essa espécie de carater eletrofilico, o que
favorece sua participacdo mais efetiva em reacfes quimicas, principalmente no caso

em que os substratos possuem sitios ricos em elétrons (MACHADO, 2000).

(A x) (‘Ay)

Figura 8- Representacdo dos orbitais moleculares wn* e ©*, relativos as formas'A, e 1Ay do

oxigénio singlete.

A transferéncia de energia é o processo que ocorre quando uma espécie
quimica, molécula, atomo ou ion, (doador) que tenha sido levada a um estado
excitado, transfere esta energia de excitacdo (ou parte dela) para outra espécie
guimica (receptor) que, por sua vez, pode emitir esta energia radiativamente. A
transferéncia de energia do doador para o receptor pode ocorrer de duas formas: i)

transferéncia radiativa envolvendo a emissdao de um féton do doador e a
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subsequente reabsorcao pelo receptor e ii) transferéncia ndo-radiativa causada pela
interacdo entre os centros doadores e receptores. Essas interagcbes podem ocorrer
por transferéncia de elétrons a curta distancia (6 a 15 A) ou por interacdo dipolo-
dipolo a longa distancia (20 a 60 A) (NERI et al., 2002).

O cruzamento intersistema é fundamental para a terapia fotodinamica, pois
consiste numa transicdo proibida por spin, em que o fotossensibilizador no estado
eletrénico singlete excitado (S') sofre uma transicéo para o estado triplete excitado
(TY) (Figura 9). A substancia fotossensivel no estado triplete excitado apresenta um
tempo de vida maior do que no estado singlete excitado, em razéo da transicéo T —
S? ser proibida por spin (SHARMAN, ALLEN, VANLIER, 2000). Dessa forma, o
fotossensibilizador no estado T* pode interagir fotoquimicamente com moléculas de
oxigénio, ou biomoléculas localizadas proximas a regido irradiada, gerando espécies
reativas que danificam o tecido irradiado (OLEINICK, MORRIS, BELICHENKO,
2002; VAN NOSTRUM, 2004).

O mecanismo de acdo consiste no resultado da reacdo envolvida, que
decorre primariamente da excitacdo eletronica do FS pela luz, seguida por dois

mecanismos principais de reagao, a partir do seu estado excitado:

 Transferéncia de elétron (mecanismo Tipo |) entre o fotossensibilizador no
estado triplete excitado e componentes do sistema, gerando ions-radicais que
tendem a reagir com o oxigénio no estado fundamental, resultando em produtos

oxidados.

» Transferéncia de energia (mecanismo Tipo Il) do fotossensibilizador no

estado triplete, com a geracao de oxigénio singlete, um agente altamente citotoxico.

O processo envolvido em ambos 0s mecanismos esta apresentado no

Diagrama de Jablonski da Figura 9.
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Figura 9- Mecanismos (Tipo | e Il) de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pela

combinacédo de luz, fotossensibilizador (FS) e oxigénio no estado fundamental (302).

Nas oxida¢des bioldgicas, o FS no estado fundamental (Sp) absorve fétons
de luz, é excitado passando para o estado singlete excitado (S;) (Equacédo 2), do
qual fluoresce retornando ao estado fundamental (Equacao 3). O FS excitado inverte
seu spin espontaneamente ao passar do estado singlete excitado, para o estado
triplete excitado (T,), através do cruzamento intersistemas (Equacdo 4). Uma vez

formada, a molécula no estado T, reage através de:

o Decaimento radiativo para o estado fundamental com emissdo de

fosforescéncia (Equacéo 5).

o Reacdo anaerdbica com outro sensibilizador no estado fundamental

(Equacéo 6).

o Reacgdo anaerobica do Tipo | com substratos organicos (S) com
formacdo de radicais anidnicos ou estados catidbnicos do sensibilizador e do

substrato (Equagéao 7).
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o Reacdo do Tipo IlI, com oxigénio molecular para formar oxigénio

singlete (*O,) através de transferéncia de energia (Equacdo 8) ou anion-radical

superoxido O, através de transferéncias de elétrons (Equacao 9).

So+tho — S; (Equacgao 2)

S; = Sp+ hug (fluorescéncia) (Equacgao 3)
Sicint =— T1  (Equacéo 4)

Ty = Sp+hv, (fosforescéncia) (Equagéo 5)
Ti+So =— P +P" (Equacio 6)

T:+S — P+ S" (P" + S™) (Equagéo 7)
Ti+0, = '0,(*Ag) +So (Equagio 8)

T.+0, = 0O, +P* (Equacio 9)

A producdo conjunta de espécies reativas de oxigénio (oxigénio singlete e
anion-radical superoxido), com concomitante alteracdo na homeostase intracelular
de ions como sédio, potassio e calcio, deve, sem duvida, induzir uma resposta mais

agressiva do sistema bioldgico, facilitando o processo apoptético (HOPPER, 2000).
No entanto, o papel do 02._ no efeito fotodindmico ndo é claro. O anion-radical

superéxido e o seu produto de dismutacdo, H,O, podem participar do ciclo de
Haber-Weiss e produzir radicais hidroxila (Equacéo 10), os quais contribuem para o
estresse oxidativo. Porfirinas podem sofrer reducdo por NADP® durante oxidacGes
enzimaticas catalisadas por NADPH e formar um anion-radical de porfirina (Equacao

11), que pode substituir o anion-radical superéxido em reacdes Fenton (Equacao 12)
ou produzir 02.' através da reducdo de oxigénio molecular (Equacédo 13) (MUSSI,

2003).
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H,0,+0, = 0,+OH + OH (Equacdo 10)
So+NADP' = P" +NADP* (Equacéo 11)
P” +H,0, = So+OH + OH (Equaco 12)
P"+0, = Sy +0,  (Equagdo 13)

Uma das principais fontes intracelulares de radicais de oxigénio é a cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial (DEVLIN, 2003). Acidos nucléicos, enzimas,
carboidratos, &cidos graxos polinsaturados, membranas celulares, mitocondrias,
lisossomos e nucleos sdo os maiores alvos biolégicos dos radicais produzidos e do
oxigénio singlete (MUSSI, 2003). No entanto, dos vinte aminoacidos naturais apenas
cinco (cisteina, histidina, tirosina, triptofano e metionina) sdo altamente suscetiveis a
oxidacdes via mecanismo de Tipo | e, por isso, 0 mecanismo via oxigénio singlete é
frequentemente mais eficiente que processos radicalares. O oxigénio singlete possui
ainda alta difusibilidade e maiores constantes de velocidade de reacdo com
substratos corporais, facilitando sua acdo (SETUBAL, 2007; MENDES, 2008).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acao de radicais de
oxigénio, porém a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da
peroxidacao lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura e na permeabilidade das
mesmas. Consequentemente, ha perda da seletividade na troca ibnica e liberacao
do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas e formacéo
de produtos citotoxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte celular
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997).
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1.6 ABSORCAO DE LUZ PELO FOTOSSENSIBILIZADOR

Lampadas convencionais, diodos emissores de luz (LED) e lasers tém sido
usados como fonte de irradiacdo na TFD. As lampadas foram as primeiras fontes de
iluminacdo em TFD. Elas produzem luz ndo-coerente com o componente térmico
nocivo que pode ser eliminado por filtros. A vantagem das lampadas esta
relacionada com o baixo custo do sistema de iluminacéo, entretanto, a luz emitida
apresenta varios comprimentos de onda. O laser foi escolhido como fonte de
iluminacdo porque produz luz coerente e monocromatica que permite o calculo da
dose de luz, importante para a definicdo dos protocolos experimentais da TFD. Além
disso, os lasers podem ser utilizados com fibras O&pticas que facilitam o
direcionamento da luz para os locais de iluminacdo. A desvantagem dos lasers é o
alto custo do equipamento (SILVA, SANTOS, RICCI Jr., 2009).

O LED é uma categoria de fonte de luz fria que emite radiacdo numa faixa
mais ampla do espectro, porém, com um comprimento de onda predominante,
apresenta emissao de luz ndo-coerente e com certo espalhamento. Por apresentar
um custo mais baixo e uma tecnologia mais simples, comparado ao laser, tem-se
apresentado como um facilitador para a adesdo a TFD (CASTRO-E-SILVA et al.,
2007; BONACIN et al., 2009).

Quanto as caracteristicas fotofisicas favoraveis para TFD, um fator
importante é o comprimento de onda da luz necessaria a fotoexcitacdo do composto,
gue deve coincidir com o comprimento de absor¢do maxima do fotossensibilizador.
Na regido do visivel (400 a 740 nm), quanto maior o comprimento de onda (A) da luz
incidente, maior € 0 seu grau de penetracdo no tecido (Figura 10). Radiacdo de
comprimento de onda menor sofre maior espalhamento e a presenca de croméforos
enddégenos nos tecidos, que absorvem em comprimentos de onda menores,
principalmente a hemoglobina, faz com que a penetracdo de luz seja menor. A agua
absorve a radiacdo sem excitacdo eletrbnica, em comprimentos de onda maiores
gue 800 nm ocasionando apenas aquecimento do tecido e provocando alteracdes

indesejadas, o que também limita o seu uso (BONACIN et al., 2009).
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Figura 10- Representacdo esquemédtica de um corte de tecido humano e o percentual de

penetracdo de luz de diferentes comprimentos de onda.

A determinacdo do farmaco fotossensivel depende de que, quando ativado
por luz, cujo comprimento de onda é definido conforme espectros de absor¢éo, se
incorporem seletivamente junto as células cancerigenas ou danificadas, e que

reajam, produzindo toxicidade fotodinamica irreversivel a mesma.

A substancia croméfora pode também sofrer reacdes quimicas induzidas
pela luz, transformando-se em espécies com outras caracteristicas fotofisicas e
menos interessantes a TFD, sendo que o produto dessa reacdo pode nao
apresentar o mesmo efeito fotodindmico, com consequente ineficacia no tratamento,
devendo ser evitadas ao maximo. Essas reacdes sdo caracterizadas como reacdes

de fotobranqueamento.

O oxigénio singlete, por ser uma espécie extremamente reativa, pode, por si,
levar a degradacdo dos compostos fotossensibilizadores (os seus proprios
precursores iniciais), caracterizando um tipo especial de fotobranqueamento (reacao
de oxidagdo com quebra do anel na posicao meso). Em resumo, ao receber luz, o
farmaco gera 'O, (Equacdo 14), que, por sua vez, pode reagir com as proprias
moléculas do substrato que o produziu, resultando em modificagdes quimicas
(Equagéao 15) (RIBEIRO, JORGE, 2004).
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33, +3%0, — 1Sy +'0, (Equagdo 14)

's, +'0, — reacdo de fotobranqueamento (Equacéo 15)

Figura 11- Fotobranqueamento de um composto porfirinico metalado, na presenca de oxigénio
singlete (RIBEIRO, JORGE, 2004).

Por comprometer a formacdo de espécies reativas capazes de matar o
tecido alvo, o fotobranqueamento implica a necessidade de administracdo de doses
elevadas do FS para compensar a perda ocasionada no processo de
fotodegradacdo (Figura 11). Mas, se a velocidade desse fotobranqueamento for
lenta, e ndo prejudicar o tratamento, ele passa a ser interessante, uma vez que

serve para eliminar o FS ap0s a terapia. Isso é importante, ja que diminui o tempo
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em que o paciente tem que ficar ao abrigo da luz solar para evitar fotossensibilidade
da pele. Desse modo, a fotodegradacdo dos fotossensibilizadores esté relacionada

com a cinética de eliminacao do FS do organismo (RONCHI et al., 2007).

1.7 FARMACOCINETICA

Em terapia fotodinamica, deve-se ter em mente, contudo, que muitos outros
fatores importantes devem ser considerados na atividade do FS in vivo como, por
exemplo, estereoquimica, difusdo, solubilidade, metabolismo, permeabilidade das

membranas celulares e interacdes enzimaticas.

As porfirinas tém sido administradas ao organismo por via tépica (através da
pele) ou por meio de uma injecdo endovenosa, sendo aguardado o tempo para
atingir seletivamente o tecido alvo com maximo acumulo, dependendo da patologia a
ser tratada. O uso da injecdo endovenosa permite um efeito rapido e um grau de
controle maximo sobre os niveis circulantes do farmaco na corrente sanguinea, pois,
por ndo passar pelo trato gastrointestinal, ndo sofre a biotransformacéo de primeira

passagem pelo figado, chegando de maneira integra e rapida ao seu local de acao.

No caso do uso topico, precisa-se levar em conta que a pele é um 6rgao que
reveste e confere protecdo ao organismo. Apresenta-se dividida em trés camadas,
demonstradas na Figura 12: a epiderme, que constitui a primeira barreira de
protecdo e que se divide em outras quatro camadas (cornea, granulosa, espinhosa e
camada basal); a derme que é vascularizada, resistente e elastica, possuindo fibras,
nervos, substancias intercelulares e anexos da pele; e a hipoderme que se
apresenta mais profunda e que contém o tecido adiposo subcutaneo (DEVLIN, 2003,
SILVA, 2006).



38

Poro c 2 I Glébnplula
7 orpusculo sebacea Pélo
sudoriparo de Meissner

Camada cornea

Epiderme - (queratinizada)

Terminagao
nervosallivre

Derme — {0 : 7 ' ' Glandula
3 % / ! < sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Foliculo piloso

Figura 12- Representacdo esquematica das camadas da pele

Para ser ativa, a medicacdo topica deve ser absorvida. O transporte
percutdneo do ingrediente ativo € facilitado se o FS possuir baixa massa molecular e
se for lipossolavel. O farmaco pode, eventualmente, atingir a circulacdo sistémica,
apos atravessar a epiderme e alcancar os vasos sanguineos da derme (SILVA,
2006).

Para melhorar a absor¢cdo de FS pode-se fazer uso de alguns recursos

comao:

o Alterar a formulacdo da droga, acrescentando um intensificador de
penetracdo ou por embalagem, em um sistema de entrega da droga, por exemplo,

os lipossomas.
o Aplicacao de uma corrente elétrica;
o Modulacao da via biosintética pela adicao de quelantes de ferro;

. Aumento da lipofilicidade por sua propria esterificacdo (PIERRE, LOPEZ,
BENTLEY, 2009).

A dose do FS (mg do farmaco/ kg de massa corporal), janela de tempo para
o tratamento (horas ou dias apés a injecdo do fotossensibilizador) e densidade de
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energia irradiada (fluéncia) dependem do equilibrio entre a concentracdo do FS, no
tecido doente (mg / g de tecido) e, em tecidos normais, no momento da irradiagéo de
luz. As escolhas desses parametros tém sido tipicamente baseadas na
farmacocinética de farmacos e testes pré-clinicos feitos em animais (SIBATA et al.,
2000). Farmacos altamente hidrofilicos requerem uma maior dose ao serem
administrados, devido a fraca capacidade dessas moléculas para se difundirem
através de membranas biolégicas, como o extrato cOrneo. Por consequéncia, é

provavel que efeitos colaterais e reacfes adversas ocorram em proporcdes maiores.

E importante salientar que, quando administrado ao organismo seja por via
topica ou endovenosa, o farmaco, neste caso a porfirina, entrard em contato com
diversos sistemas bioldgicos, incluindo além da pele e sangue, outros tecidos pelos
quais sera absorvido, sendo influenciado por diversos fatores fisico-quimicos, tais
como pH, forca idnica e, especialmente, a interacdo com sistemas micro-
heterogéneos, o que podem modificar a interacdo eletrostatica porfirinica e

influenciar nas caracteristicas de agregacao.

A biodistribuicdo do FS é um fator ainda a ser estudado. A albumina tem
uma concentracdo plasmatica tipica de 35 - 45 g.L™ e sua principal funcéo fisiolégica
€ manter a pressdo osmotica. Essa proteina é caracterizada por sua habilidade de
se ligar a uma ampla variedade de moléculas, sendo que um dos fatores mais
importantes que afetam a distribuicdo e a concentracdo ativa de muitas drogas no
organismo € a afinidade pela albumina, podendo contribuir para solubilizar e
transportar substancias que, de outra forma, poderiam agregar-se e ser pobremente
distribuidas. Drogas com uma grande afinidade por essa proteina requerem grandes
doses para atingir uma concentracao efetiva in vivo, sendo lentamente distribuidas

aos sitios de agéo e podendo néo ser eficientemente eliminadas.

Os derivados porfirinicos hidrofébicos exibem alta afinidade por lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), as quais séo encontradas em altas concentracbes em
tecidos neoplasicos, em comparacdo com os tecidos sadios. Sendo assim, uma das
hipéteses para explicar o acumulo preferencial dessas substancias no tecido doente,
sugere-se que esses compostos porfirinicos atinjam os tecidos doentes através da
corrente sanguinea, junto as lipoproteinas, acumulando-se nessas células e
possibilitando uma ac&o localizada da TFD (SIMPLICIO, MAIONCHI, HIOKA, 2002).
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A absorcéo e distribuicdo do FS devem apresentar maior disseminacdo por tecidos
mais vascularizados, 0 que é uma caracteristica de processos inflamatérios e
tumorais. A distribuicdo do farmaco, ou seja, a sua passagem do plasma para o
intersticio depende do fluxo sanguineo, da permeabilidade capilar, do grau de

ligagdo as proteinas plasmaticas e tissulares e de sua hidrofobicidade.

Orgdos como figado e rim também apresentam alta taxa de receptores para
LDL, portanto, um ponto crucial na TFD € o balanco entre a distribuicdo da droga e o
tempo de espera para o inicio da irradiacdo, de tal modo que a concentracdo da
droga e o grau de profundidade no tecido doente sejam adequados. O ajuste do
tempo de circulagdo no fluido sangiiineo pode ser realizado através de componentes
da formulacdo, aumentando a eficiéncia terapéutica através de uma biodistribuicdo
da droga em favor de tecidos patogénicos e evitando a toxicidade em tecidos sadios
(SIMPLICIO, MAIONCHI, HIOKA, 2002).

Os compostos porfirinicos podem apresentar hidrofobicidade, principalmente
na forma desmetalada. Os estados hidrofobicos e hidrofilicos do fotossensibilizador
interferem diretamente na agregacdao e, conseguentemente, na precipitacdo do
mesmo. O farmaco, ao chegar ao seu sitio de acdo, precisa atravessar a membrana
celular (Figura 13), que é lipoproteica e apresenta-se desfavoravel a passagem de
agentes hidrossoluveis, portanto, é preciso fazer uso de um agente surfactante para

amenizar essas caracteristicas e facilitar o transporte através da mesma.
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Figura 13- Modelo proposto por Nicholson para membrana bioldgica (SILVERTHORN, 2010).

Um farmaco atravessa a membrana celular mais facilmente se ele ndo for
ionizavel. A concentragdo efetiva da forma permeavel de cada farmaco através da
membrana celular € determinada pelas concentraces relativas entre as formas
ionizadas e ndo-ionizadas. Essa relacdo € determinada pelo pH e representada pelo

pKa N0 meio.

Outro fator que pode contribuir para a maior retencdo das porfirinas no
tecido doente séo os baixos valores de pH do fluido intersticial nesse tecido. O pH
de tecidos inflamados e tumorais é frequentemente menor que o de tecidos normais,
devido & grande producdo de &cido lactico ocasionada pela microvasculatura
alterada. Assim, enquanto o pH em tecidos normais esta entre 7,2 e 7,4, o pH de
tecidos doentes varia entre 6,0 e 7,0. Com o aumento da acidez, a ionizacao de

espécies de porfirina com valores de pK, levemente &cidos é afetada, elas se tornam
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mais hidrossollveis, podendo assim, ser retidas de forma seletiva (LEHNINGER,
NELSON, COX, 2005).

Estudos mostraram que a acao fotodinamica induz mudancas diretas na
membrana celular que levam a um desequilibrio na homeostase idnica celular (ions
sédio, potassio e célcio), o que certamente acarreta dano ao transporte de proteinas
da membrana plasmética e, em Ultima andlise, a um estresse osmotico irreversivel
(PELEGRINO et al., 2005).

Estudos realizados ap0Os trés horas de exposicdo a luz demonstraram
reducdo na atividade da enzima citocromo c oxidase, o que indica que, apos a
absorcao do FS pela membrana celular, ocorra a absor¢géo mitocondrial. Ao se medir
a integridade da membrana, concluiu-se que as suas alteracbes nao foram o
suficiente para interferir no gradiente de concentragdo e que as enzimas
mitocondriais envolvidas nos processos de fosforilagdo oxidativa contribuem para a
citotoxicidade da TFD. E muito provavel que porfirinas hidrofobicas figuem presas a
membrana interna da mitocondria, enquanto as porfirinas hidrofilicas apresentem-se

dispersas junto a sua matriz (Figura 14) (HILF, 2007).

Ribossomas

Matriz

DNA circular

Membrana interna Membrana externa

Figura 14- Estrutura de uma mitocondria.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pelegrino%20AC%22%5BAuthor%5D
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Tanto o citocromo ¢ como a proteina Smac Diablo (proteinas pro-
apoptoticas) sdo liberados no citosol apdés um estresse oxidativo. Tais proteinas
ativam um grupo de outras proteinas conhecidas como caspases que, por sua vez,
induzem a fragmentacdo do DNA da célula cancerigena, provocando sua morte.
Além disso, as espécies reativas de oxigénio, oriundas da TFD, podem inativar
proteinas como a BcL-2, que, em geral, protegem as células cancerigenas da
apoptose (RIBEIRO et al., 2005).

No tratamento com TFD, a formacdo de EROs mitocondrial apdés a
iluminagcdo causa permeabilizacdo da membrana, despolarizagdo, inchaco, e
liberacdo de citocromo c, fator de inducédo de apoptose (RIBEIRO, JORGE, SILVA,
2004). Portanto, a lesdo primaria pode ser apenas o primeiro passo em uma cascata
de reacdes causando danos a varias estruturas celulares e, finalmente, morte
celular. Por dltimo, a liberacdo de histamina, prostaglandina D2, o fator de ativacdo
de plaquetas pelos mastocitos e a liberagdo do fator de necrose tumoral por
macrofagos podem contribuir significativamente para os efeitos da TFD
(CALZAVARA-PINTON, VENTURINI, SALA, 2007a).

Apenas a regido fotolisada fica necrosada, porém o efeito € propagado,
acreditando-se que a morte do tecido decorre, principalmente, pelo
comprometimento do sistema vascular (Figura 15), ou seja, do sistema de irrigacao
tumoral (que transporta 0s nutrientes necessarios ao crescimento rapido do tumor)
(SIMPLICIO, MAIONCHI, HIOKA, 2002).
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Figura 15- Mecanismo de acdo da TFD na eliminagdo de células cancerosas (SILVA, SANTOS,
RICCI JR, 2009, adaptado).

O FS administrado ao organismo percorre todo o corpo, e acaba sendo
absorvido tanto por células sadias, quanto pelos tecidos modificados. As células
sadias, no entanto, eliminam o FS num periodo de 24 a 36 horas, enquanto as
células doentes, por apresentarem um metabolismo diferenciado, retém a droga por
um periodo mais prolongado, cerca de 72 horas (KELBAUSKAS et al., 2003). Esse
fato propicia a racionalizacdo do processo de iluminacgéo e dos efeitos desejaveis da
TFD. Também, o emprego de lipoproteinas e, mais recentemente, de anticorpos
especificos, associados ao FS, tem resultado em uma alta seletividade do

tratamento, com preservagado cada vez maior das células sadias (MACHADO, 2000).

Ap6s ser irradiada por luz, a regressado da doenca tratada através de TFD
envolve, geralmente, as seguintes etapas: necrose massiva do tecido doente,
formacdo de uma ferida na regido irradiada apés a fototerapia, desaparecimento da
ferida e completa regressdo da doenca a uma forma né&o-palpavel, seguida de

cicatrizagdo da pele e crescimento dos pélos. O tempo relativo a cada um desses
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resultados depende do FS administrado, das caracteristicas do tratamento e da
doenca (SILVA, SANTOS, RICCI JR., 2009).

1.8 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E ESPECTROSCOPICAS DE UM FS

Na TFD, para que um FS venha a apresentar suas fungdes no organismo
com eficacia, além dos testes farmacocinéticos, é importante considerar as
caracteristicas fisico-quimicas e espectroscopicas do composto. A seguir, serdo
apresentadas algumas dessas caracteristicas e a influéncia das mesmas na terapia

fotodinamica.

1.8.1 TOXICIDADE

Uma das caracteristicas necessarias no tratamento com TFD € que os
farmacos possuam toxicidade baixa no escuro e tendéncia elevada a acumular-se
no tecido doente, evitando assim, que a vizinhanca acidentalmente iluminada seja
danificada (SIMPLICIO, MAIONCHI, HIOKA, 2002).

1.8.2 HIDROFILICIDADE E HIDROFOBICIDADE

Os FS geralmente apresentam-se na forma sélida, no entanto, é necessario
um meio liquido para a administragdo parenteral ou uma emulsédo para aplicagdo
topica. Nesse caso, € preciso cuidado na escolha do solvente, pois ao serem
introduzidas em um meio incompativel com sua polaridade, as moléculas de FS

tendem a sofrer agregacéo (MUSSI, 2003).

Os principais determinantes para a eficacia fotodinamica encontram-se nas

propriedades de solubilidade do sensibilizador em relacdo a natureza hidrofilica ou



46

hidrofébica das biomoléculas-alvo, com sensibilizadores hidrofébicos sendo mais
fototoxicos as estruturas lipofilicas, como as membranas de eritrécitos, membrana
mitocondrial e enzimas. Porfirinas hidrofébicas apresentam maior aproximacédo com
as moléculas-alvo da membrana plasmatica e encontram-se, portanto, em melhor
posicdo para executar reacdes fotodinamicas de forma eficaz, produzindo danos de

membrana e eventualmente morte celular.

O carater hidrofilico/hidrofébico de um FS influi diretamente na distribuicéo
do FS e sua captacdo celular em processos metabdlicos, o que difere em
comparacao com a forma monomérica e agregada. Ao mesmo tempo, a agregacao
pode levar a precipitacdo do farmaco com perdas de materiais, ou mesmo obstrucédo
de artérias no corpo humano (BATISTA, CARVALHO, MAGALHAES, 2007).

A agregacdo reduz drasticamente a capacidade do composto de gerar
oxigénio singlete; desse modo, é necessario que o principio fotoativo apresente-se
solubilizado e na forma monomérica. A agregacdo pode ser evitada através de
baixas concentracfes de solventes organicos, uso de surfactantes, proteinas do
sangue ou a incorporacao do fotossensibilizador as micelas (ANDRADE, COSTA,
2002).

As micelas constituem agregados coloidais estaveis termodinamicamente e,
espontaneamente, formadas por anfifilicos, que sdo substancias que contém tanto
uma parte aquossoluvel (hidrofilica) como uma parte aquoinsolivel (hidrofébica,
geralmente lipossoluvel); através de repulsdes eletrostaticas. O estudo das
propriedades espectroscopicas das porfirinas nas micelas, e, em especial, do grau
de associacao e localizacao pode dar subsidios importantes para a compreensao da
interacdo das porfirinas com a membrana bioldgica e da relacdo dessa interacéo
com a acado farmacolégica. O uso de micelas ndo se restringe a solubilizacdo de
principios bioativos em meio aquoso. Uma vez injetadas na corrente sanguinea,
carregam os farmacos até as células-alvo em um recipiente biocompativel, sendo
liberados junto a tumores sem os efeitos toxicos que causam a morte de células

sadias.

O mecanismo de formacdo de micelas é um processo espontaneo e

altamente cooperativo que ocorre como resposta as interacdes desfavoraveis entre
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0 tensoativo e a 4gua. Em concentracdes baixas em agua, as moléculas de
anfifilicos mantém-se na forma de mondmeros, usualmente estabelecendo-se na
interface ar-agua (superficie), Figura 16 (A). Todavia, ao se elevar a concentracao,
atingindo uma pequena faixa limite, conhecida como concentracdo micelar critica
(c.m.c.), as micelas formam-se espontaneamente, Figura 16 (B) (PREVIDELLO et
al., 2006).

Fragmentos

Ar hidrofébicos
. :l Fragmentos
Agua

hidrofilicos

(A)

Sendo:
Fragmento hidrofébico (apolar) — no caso do CTAB = CH;(CH,);s-

Fragmento hidrofilico (polar) — no caso do CTAB = N(CH,);" Br’

Figura 16- Representacdo do arranjo de moléculas anfifilicas em agua: a) na interface agua-ar;
b) no arranjo micelar (PREVIDELLO et al., 2006, adaptado).

A inclusdo de ions ou moléculas neutras em micelas pode provocar
alteracdes das propriedades acido-base das espécies inclusas. Essas modificacdes
sdo causadas pela estabilizacdo preferencial de espécies acidas ou basicas com
deslocamentos no equilibrio, decorrentes da inclusdo e do ambiente quimico micro-
local (pH interfacial, na superficie da micela) (PREVIDELLO et al., 2006). Estes
fatores podem ser observados através de analises espectroscopicas da porfirina,

com a variagdo do pH, em presenca e auséncia de agentes surfactantes.
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1.8.3 ALTO RENDIMENTO QUANTICO DE OXIGENIO SINGLETE

A eficacia do processo fotodindmico depende de uma série de fatores
intrinsecos do fotossensibilizador e das condicdbes em que este se encontra no
organismo. Esse mecanismo depende: (1) do rendimento quantico de formacéo do
estado tripleto do FS (®1) (2) do tempo de vida do estado tripleto do FS (tr1) e (3) do
tempo de vida de 'O, (t02.). Ocorre que, para certos tipos de fotossensibilizadores,
apesar de possuirem ®; muito elevado, a probabilidade de essas moléculas
retornarem ao estado fundamental sem que ocorra a reacao ou transferéncia de
energia para a molécula de O, também ¢é elevada. Esse fato pode reduzir o 171 €,
consequentemente, a producdo de 'O, suficiente para induzir a morte da célula
doente. Além disso, o 'O, também tem tempo de vida limitado, podendo retornar
para seu estado fundamental por reacdes monomoleculares (radiativas e nao
radiativas) antes de encontrar seu alvo e dar inicio as reagfes em cadeia
(BORISSEVITCH, SCHABERLE, KUZMIN, 2003) .

1
O acido urico (AU) e conhecido por reagir com o O, e tem provado ser um

bom oxidante para reag6es com &cido hipocloroso, oxigénio singlete (Figura 17) e
radicais hidroxilas. O emprego do AU tem sido utilizado em diversos trabalhos
(MAESTRIN et al., 2004; PELLOSI et al., 2008; MENDES, 2008), para avaliar a
atividade fotodinamica de agentes fotossensibilizadores empregados em TFD.
Nesse método, é calculado o coeficiente de atividade fotodindmica, levando-se em
conta o decréscimo da absorbancia da banda centrada em 293 nm do espectro de

absorcao otica do AU na presenca de um FS ativado pela luz (SILVA, 2007).

.3 i
Ni S5-MR 5=t HN/C\NH+ N N + HNT NH" °NH, ,  CO;
on*N/ NH - O()CI—IN-}'I\C—(‘\\ //C—(‘i\
O HN O
Acido arico fon oxanato Alantoxaidina Triuréia Dioxido de Carbono

Figura 17- Foto-oxidacado do &cido urico via ‘O, (MAESTRIN et al., 2004).
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A escala de atividade fotodinamica (AF) obtida para as porfirinas, pode ser
matematicamente determinada pela expresséo de Fischer modificada, conforme a
equacao 16 (MAESTRIN et al., 2004)

AF = AAua 10° / W t Apspir  (Equacéo 16)

Sendo:
AF = atividade fotodinamica;

AAya = variacao da absorbancia de acido urico (293 nm) em uma solucéo de

FS, apos irradiacéo;
W = poténcia da luz (mW);
t = tempo (s) de irradiacéo

Apsiir = absorbancia do FS em solucéo de AU apos irradiacao.

No entanto, como o uso do laser é dificultado pelo seu alto custo, e varios
pesquisadores tém testado o uso de sistemas de LED em TFD, o grupo de pesquisa
(Fisico-Quimica de Sistemas Micelares e Solucdes) liderado pelo professor Dr.
Noboru Hioka (UEM - 2008), vem propondo uma equa¢ao matematica que forneca a
AF com fontes de luz policromaticas (LED). Para fontes policrométicas (LED)
propde-se modificar o termo W X Apsyir da equacédo 16. Esse termo refletiria a
guantidade de fotons absorvidos pelo FS (i.é. a energia luminosa absorvida), que é
correta para luz monocroméatica. No caso de LED, substituiu-se o termo por Pgps
(poténcia absorvida). Para essa, deve ser considerado que a poténcia de luz do LED
e relativa a toda faixa espectral emissiva (PELLOSI et al., 2008). Como esse estudo
ainda estd em andamento, optou-se em utilizar a equagédo 16 neste trabalho, para

fins de comparagédo com outros estudos que fizeram uso da mesma equacao.
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1.9 ESTUDOS IN VITRO

Para que se estabeleca a eficiéncia de um farmaco fotossensibilizador a ser
utilizado em terapia fotodindmica, sdo necessarios ensaios de toxicidade que
comprovem o processo de fotllise. Para avaliar tal processo, alguns seres Vvivos,
como o microcrustadceo Artémia salina, ou micro-organismos como bactérias e
fungos, tém sido utilizados em diversos estudos para demonstrar o efeito
fotodinamico (NEVRELOVA et al., 2005; XIAOPENG et al., 2009; DOVIGO et al.,
2010).

1.9.1 Artémia salina

Artémia salina € um crustaceo da classe Anostracea, que vive em aguas
salinas e salobras de todo o mundo, sdo zooplanctons e sdo usados como alimento

Vivo em aquarios.

O ciclo de vida da Artémia salina comeca com cistos hibernantes encubados
("ovos"), que sao embrides enclausurados metabolicamente inativos. Os cistos
podem permanecer adormecidos por muitos anos, desde que sejam mantidos secos
e livres de oxigénio. Quando os cistos sdao devolvidos a agua salgada, eles se
reidratam e reassumem o desenvolvimento. Depois de 15 ou 20 horas, a uma
temperatura de 25 °C, os cistos se rompem e o embrido abandona a carapaca. Por
algumas horas, o embrido fica preso abaixo da casca do cisto ainda envolvido em
uma membrana. Esse estagio € chamado de nauplio, “guarda-chuva”. Durante esse
estagio, o nauplio completa seu desenvolvimento e emerge como um livre nadador.
Em seu primeiro estagio larval, o nauplio & de cor laranja castanho devido a sua
reserva de alimento (Figura 18). A Artémia salina recém eclodida ndo se alimenta,
porque sua boca e anus nao estao totalmente desenvolvidos. Aproximadamente 12
horas apds a ecloséo, eles assumem o segundo estagio larval e comecam a se
alimentar de particulas de microalgas, bactérias e detritos. Os nauplios irdo crescer e

passar por 15 mutacdes antes de atingir a fase adulta em no minimo oito dias. A
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Artémia salina adulta mede em média 8 mm de comprimento mas pode atingir 20
mm em condi¢des ideais, & 20 vezes maior e possui 500 vezes mais biomassa do
que quando é um nauplio (ARAUJO, 2002).

cistos

nauplio

Figura 18- Ciclo de vida da Artémia salina (esquerda) e sua forma adulta (direita).

A temperatura ideal para o cultivo é de 25 °C a 30 °C. O camarao de agua
salgada prefere uma salinidade cuja densidade encontra-se entre 1,020 e 1,025
g.mL™) e pode viver em 4gua doce por aproximadamente 5 horas. Outras variaveis
de grande importancia sao: pH, luz e oxigénio. Um pH por volta de 8,0 é ideal, pH
inferior a 5,0 e superior a 10,0 matard a cultura. O mais importante € o nivel de
oxigénio na agua, que deve ser mantido com forte aeracéo associado a iluminacéo
(ARAUJO, 2002).

Em diversos estudos, tém-se utilizado ensaios in vitro com Artémia salina,
devido ao fato desses microcrustaceos apresentarem boa sensibilidade frente aos
testes de toxicidade, relativos a TFD (CAVALCANTE et al., 2000; BARBOSA et al.,
2006; SOARES, 2006).
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1.9.2 MICRO-ORGANISMOS

A TFD foi, originalmente, descoberta ha 100 anos pelo seu efeito sobre
micro-organismos, no entanto, sé recentemente tem atraido a atencdo como um
possivel tratamento para infec¢des localizadas, devido ao aumento a resisténcia dos
micro-organismos patdgenos aos antibidticos. As evidéncias disponiveis sugerem
gue mesmo as cepas resistentes sédo facilmente mortas por TFD (PERUSSI, 2007;
XIAOPENG et al., 2009).

Uma das formas de classificar bactéria € de acordo com a coloracdo do
corante de Gram. O termo Gram origina do nome de Christian Gram, pesquisador
dinamarqués que, em 1884, desenvolveu, de maneira empirica, 0 método de
coloracdo que passou a ter 0 seu home e que permite dividir as bactérias em Gram-
positivos e Gram-negativos, conforme a sua coloracdo (TRABULSI et al., 2005). A
principal diferenca entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas é que a parede
celular de bactérias Gram-negativas tem uma membrana externa a camada de

peptideoglicano (Figuras 19 e 20).

A membrana citoplasmatica bacteriana, também chamada membrana
plasmatica, € uma estrutura de aproximadamente 8 nm de espessura, que forma
uma barreira responséavel pela separacdo do meio interno (citoplasma) e externo da
célula. Como a maioria das membranas bioldgicas, € composta de proteinas (60%)
imersas em uma bicamada fosfolipidica (40%). Os &cidos graxos dos lipideos séo
responsaveis pela condicao hidrofébica da por¢do interna da membrana enquanto a
parte hidrofilica dos mesmos fica exposta ao meio externo aquoso, além das
interacBes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio, cations como Mg e Ca*" sdo
responsaveis pela manutencdo da integridade da membrana. (TRABULSI et al.,
2005).
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interior das células sédo geralmente mais eficientes (PAOLI, 2005). A membrana da
bactéria € um importante alvo para a fototoxicidade dos FS e é possivel assumir que
sua acao é mediada por peroxidacao de lipidios induzida pelas espécies reativas de
oxigénio (EROs). Uma vez que FS agem via producdo de oxigénio singlete, ndo
existe resisténcia microbiana natural, assim, ndo importa se a cepa € resistente a

uma ou muitas classes de agentes antibacterianos (PERUSSI, 2007).

As bactérias Gram-negativas apresentam parede celular composta por
varias camadas que diferem na sua composicdo quimica e, portanto, € mais
complexa que a parede das Gram-positivas que, apesar de mais espessa, €
composta predominantemente de peptideoglicano. Para os micro-organismos Gram-
negativos, o0s farmacos neutros ou negativamente carregados ndo Ssao
eficientemente incorporados pela bactéria. O processo inicial para a erradicacao
fotodindmica desses micro-organismos consiste, entdo, no dano a membrana
externa da célula, que permite que o farmaco se incorpore em sitios celulares
internos, onde a acdo fotodinamica € mais eficiente, por exemplo, a membrana
citoplasmatica (PAOLI, 2005).

Diferencas na susceptibilidade a TFD entre espécies de bactéria da mesma
classificacdo Gram dependem de fatores que podem ser peculiaridades das
barreiras de permeabilidade das membranas, mas também de diferencas nas
enzimas antioxidantes no DNA ou mecanismos de reparo do DNA, bem como de
fatores simples, tais como tamanho da célula microbiana. Além disso, as
caracteristicas de cada FS, como a hidrofobicidade e a presenca de cargas nos FS,
levam a diferentes interacbes com as organelas. Desse modo, a acao fotodinamica
de um corante carregado positivamente pode ocorrer na mitocéndria, enquanto que
a de um corante carregado negativamente pode ocorrer na membrana para uma

mesma classe de micro-organismo (PERUSSI, 2007).

Na escolha dos micro-organismos para este estudo, procurou-se obter cepas
gue apresentem interesses médicos, ou caracteristicas diferentes, como bactérias
Gram positivas, Gram negativas e fungos. Os experimentos foram desenvolvidos

utilizando Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.
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Escherichia coli € um dos micro-organismos experimentais por exceléncia.
Tido como habitante natural da flora microbiana do trato intestinal de humanos e da
maioria dos animais de sangue quente sendo, portanto, encontrado em fezes.
Muitas cepas de Escherichia coli ndo sao patogénicas. Sdo classificados como
bastonetes retos, Gram negativos, ndo formadores de esporos, possuem mobilidade
atraves de flagelos ou sdo imoveis. Sdo anaerobios facultativos e utilizam D-glicose
e outros carboidratos com a concomitante formacdo de acido e gas. Sdo oxidase
negativas, catalase positivas e geralmente citrato negativos. Em relacdo a
temperatura de crescimento, a Escherichia coli cresce rapidamente entre 30 e 42 °C,
com tempos de geracdo variando de 0,49 h a 37 °C até 0,64 h a 42 °C. E tolerante
ao meio acido (TORTORA, FUNKE, CASE, 2005).

Embora encontrada com uma certa frequéncia como membro da biota
normal do corpo humano, o Staphylococcus aureus € uma das bactérias
patogénicas mais importantes, uma vez que atua como agente de uma ampla gama
de infec¢cBes, variando desde aquelas superficialmente localizadas, até algumas
disseminadas, com elevada gravidade. S&o micro-organismos Gram positivos,
anaeroébicos facultativos, que se apresentam na forma de cocos, arranjados como
cachos de uva. Crescem comparativamente bem sob condicbes de alta pressao
osmotica e pouca umidade. Produzem &cidos a partir do manitol, da manose, da
treolase e da urease e apresentam prova bioquimica positiva para fosfatase e

coagulase, também apresentam atividade hemolitica (TRABULSI et al., 2005).

As cepas de Staphylococcus aureus crescem em meios comuns, caldo ou
agar simples, pH 7,0, a temperatura 6tima de 37 °C. As coldnias formadas em placa,
apos 18-24 horas de incubacéo, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. A
coloragdo dessas col6nias varia desde o acinzentado até o amarelo-ouro, em que a
pigmentacdo aumenta com o tempo de incubacao prolongado, ndo chegando a ser
formada nos casos de crescimento em condigbes anaerobicas (SANTOS et al.,
2007).

Os fungos sdo importantes agentes etiologicos causadores de doencas
humanas. Entre os principais patégenos fungicos estdo as leveduras do género
Candida. A distribuicdo de leveduras do género Candida é muito ampla no meio

ambiente, o que o torna um agente oportunista em potencial. Constituem células
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leveduriformes que podem ser arredondadas ou ovaladas, apresentando um bom
crescimento em meio Umido e com uma temperatura acima de 25 °C. Candidiase
sistémica é descrita em 20% a 40% de pacientes com cancer e em,
aproximadamente, 25% dos pacientes que recebem transplantes de medula 6ssea
(TRABULSI et al., 2005).

Na maioria dos estudos investigando os mecanismos de TFD em fungos foi
observado que a membrana citoplasmética € a estrutura-alvo. A membrana
citoplasmatica dos fungos é formada por aproximadamente 80 a 90% de
carboidratos, proteinas (6 a 25%) e uma pequena porcdo de lipideos (1 a 7%)
Contém polimeros de B-glucanas e quitina que apresentam uma fungdo estrutural
formando um rigido esqueleto que proporciona uma forte propriedade fisica a célula
(PORTELA, 2006). Fungos, como Candida albicans, sdo ainda mais resistentes a

TFD devido a presenca de uma membrana nuclear que pode representar uma
barreira adicional a penetragcdo do FS (PERUSSI, 2007).

Processos fotoquimicos mediados por porfirinas, parecem inicialmente
promover uma alteracdo na membrana citoplasmatica da levedura. Este efeito
possivelmente ocorre por meio de alteracfes oxidativas em lipideos e proteinas
presentes na membrana. O FS é entdo, capaz de penetrar nas células e causar
danos irreversiveis a organelas intracelulares, o que leva a inativacdo celular. O
aumento da permeabilidade da membrana durante o processo fotoquimico inicial &
fundamental para acentuar o efeito fotodindmico em células fungicas, pois a
inativacao efetivamente ocorre ap6s a absorcdo do FS para o interior da célula
(DOVIGO et al., 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho tem como objetivo investigar a eficiéncia fotodinamica dos
compostos [Fe(TPPS,)]CI e [Ho(TMPyP)], através de ensaios espectroscopicos e

citotoxicos, para posterior utilizacdo em terapia fotodinamica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar espectroscopicamente o composto [Fe(TPPS,)]CI;

- Analisar possiveis alteracdes do FS, frente as variacfes fisico-quimicas,
como pH, presengca de micelas e incidéncia de fontes de luz com diferentes

comprimentos de onda,

- Analisar a atividade fotodinamica do composto [Fe(TPPS,)]Cl junto aos
micro-organismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans e

frente ao microcrustaceo Artémia salina, perante a incidéncia de diferentes LED;

- Complementar o estudo de [Hx(TMPyP)] utilizando diferentes LED para o
teste de fotobranqueamento, acido Urico e atividade fotodinamica sobre os micro-

organismos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Para a realizacédo deste trabalho utilizaram-se os compostos cloreto de [5,
10, 15, 20-tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirinato de ferro(lll)] [Fe(TPPS,4)]CI, anibnica,
Calbiochem®, cuja férmula molecular é CasH,sCIFeN4O1,Ss (MM= 1024,3 g.mol™) e
p—toluenosulfonato de 5, 10, 15, 20-tetrakis(N-metil-4-piridil)porfirina [Ho(TMPyP)],
catidnica, Sigma®, cuja féormula molecular & C7,HgsNgO12S4 (MM= 1363,60 g.mol™).
Os compostos foram utilizados sem purificacdo adicional. As estruturas dos dois

compostos sdo apresentadas nas Figuras 21 e 22.

Figura 21- Estrutura da cloreto de [5, 10, 15, 20-tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirinato de ferro(lll)]
[Fe(TPPS,)CI.
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Figura 22- Estrutura da p—-toluenosulfonato de 5, 10, 15, 20-tetrakis(N-metil-4-piridil)porfirina
[Ho(TMPYP)].

Para a realizacdo dos testes foram preparadas solu¢des de porfirina com
concentracdes proximas a 1,0 pmol.L ™, de modo a obter absorbancia menor que 1,0

na regido da banda Soret.

Os reagentes utilizados sdo de qualidade PA, sendo cloreto de sddio
(Merck), hidroxido de sédio (Merck), acido cloridrico (Vetec), acido urico (Vetec),
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (Riedel de Haén), meio nutritivo Tripticase

Soy Agar (TSA) (Acumeédia). A agua utilizada no preparo de solucdes foi destilada.

As medidas de absorcdo otica no Uv-Vis foram realizadas em temperatura
em torno de 20 °C utilizando-se espectrofotdometro UV-Visivel Cary 100 Varian, com
cubeta de quartzo com duas faces polidas e caminho 6tico de 1,0 cm. As variacdes
de pH foram registradas com pHmetro Quimis Q400A dotado de um eletrodo de
vidro Ag/AgCl e as verificagdes de massa foram realizadas em balanga analitica
eletrbnica Quimis modelo Q500L210C.
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Para os testes de atividade fotodin&mica in vitro, utilizaram-se ovos de
Artémia salina de alta eclosdo (Miramar®) lote 05061. Ja para os testes com micro-
organismos, a absorbancia foi detectada em um colorimetro fotoelétrico Micronal a
580 nm e as suspensodes sofreram agitacdes em vortice Quimis. ApGs os tempos de
incubacéo, as placas-teste e controle foram fotografadas com camera digital Sony
Cybershot DSC 707, com resolucdo de 5.0 megapixels e as colonias de bactérias
foram contadas através do programa analisador de Image-Pro Plus 4.5.0.29 (Media

Cybernetics).

Foi utilizado um sistema de iluminagédo proposto pelo grupo do pesquisador,
professor Dr. Noboru Hioka (UEM) para os experimentos de verificacdo de reacdes
de fotobranqueamento, teste de acido Urico e para 0s ensaios in vitro com micro-
organismos e Artémia salina. O sistema empregado € composto de LED com 5 watts
de poténcia, organizados em conjuntos com 6 unidades individuais, perfazendo uma
poténcia maxima de 30 watts, com LED vermelho, alaranjado ou verde, montado em

paralelo, constituindo assim um conjunto fonte (Figura 23).

(a) (b) ()

Figura 23- llustracdo da fonte de luz a base de LED alaranjado (a), vermelho (b) e verde (c).

O espectro de emisséo dos LED foi obtido em um Monocromador Jarell - Ash
0,5 mm.
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3.2 METODOS

3.2.1 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE ABSORCAO DE PORFIRINAS

Para a determinac&o do coeficiente de absortividade molar (¢) da porfirina
[Fe(TPPS,)]CI, preparou-se solugbes dessa porfiina em agua e etanol, nas
concentracdes de 9,7, 5,0 e 1,0 pmol.L™. Obteve-se o espectro de absorcéo ética de
cada solucdo na faixa de 300 a 700 nm. Através do tratamento de dados dos valores
de absorbancia em funcdo da concentracdo, foi possivel obter o coeficiente de
absortividade molar de cada porfirina em cada um dos solventes. O (€) da porfirina
[H2(TMPyP)] j& havia sido determinado anteriormente por M.C.Mendes (MENDES,
2008).

3.2.2 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE AGREGACAO

Para analisar a capacidade de agregacdo do composto [Fe(TPPS,)]CI,
utilizou-se o sistema agua/etanol. As solucdes foram preparadas em agua e, a partir
da adicdo de volumes pré-determinados de etanol, fez-se a leitura da absorbéancia
em funcdo da composicao, as quais foram expressas na forma de porcentagem de
volume de agua em 1; 15; 30; 40; 50; 75; 85 e 100%. Registrou-se o espectro de
absorcdo do composto na faixa que compreende de 300 a 700 nm para cada uma

das misturas agua/etanol, realizando o procedimento em triplicata.

A capacidade de agregacdo pode ser avaliada, também, através da variacao
da concentracdo das solucdes, uma vez que quanto maior a concentracdo da

solucéo porfirinica, maior a probabilidade da formacg&o de agregados.
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3.2.3 ANALISE DA ESTABILIDADE DO FS FRENTE A ALTERACAO DO pH
DO MEIO NA AUSENCIA E PRESENCA DE MICELAS

Preparou-se 10 mL de solucdo de [Fe(TPPS,)]Cl na concentracdo 5,0
umol.L™. Verificou-se o pH da mesma e realizou-se a medida espectroscépica na
faixa que compreende 280 a 700 nm. Adicionaram-se aliquotas de solucdes de
acido cloridrico na concentracdo 1,0x10% mol.L™ com realizacdo de medidas
espectroscopicas a cada incremento. ApGs o pH apresentar-se extremamente acido,
passou-se a adicionar aliquotas de solucdes de hidroxido de sédio na concentracdo
5,0x102 mol.L™* e foram feitas as medidas espectroscépicas apés a adicéo de cada
aliquota. Utilizando-se outra solucdo de mesma concentracdo, adicionaram-se
aliquotas de solucdes de hidréxido de sédio na concentracdo 5,0x10% mol.L™,
realizaram-se medidas espectroscépicas a cada insercdo, até o pH apresentar-se
extremamente alcalino, adicionaram-se, entdo, aliquotas de solu¢des de acido
cloridrico na concentracéo 1,0x102 mol.L* com acompanhamento espectroscépico.
Dessa forma, monitorou-se a absorbancia em funcdo do pH, em triplicata e em

comprimento de onda convenientemente escolhido.

Foram utilizados modelos biomiméticos constituidos por micelas de
surfactantes, dentre os quais se utilizou o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB),
cuja férmula molecular é (C1sH4oNBr) e massa molecular 364,48 g.mol™, Figura 24.
O CTAB é um surfactante catidnico, e foi escolhido para verificar a interacdo com

[Fe(TPPS,)]CI que é um composto anibnico.

CH,
*— CH, Br
AVAVANVA VAN VS
" Ic:/\/
CH,

Figura 24- Férmula estrutural do CTAB
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Adicionou-se 7,5 mL de solucdo de CTAB na concentracdo de 2,0x10%
mol.L?, & 52,5 mL de solucdo 5,0 pmol.L™ de [Fe(TPPS,)]CI, e divididiu-se em
aliquotas de 10 mL, onde repetiu-se o teste de alteracdo do pH do meio, agora na

presenca de micelas de CTAB. As analises foram realizadas em triplicata.

3.2.4 REACOES DE FOTOBRANQUEAMENTO

Para verificar a existéncia de reacdes de fotobranqueamento preparam-se
solugdes do composto [Fe(TPPS,)]CI na concentragdo 5,0 pmol.L™ e [Ha(TMPyP)]
na concentracdo 1,8 pmol.L?, que foram iluminadas (Figura 25) utilizando-se um
sistema de LED. Foram utilizados LED com diferentes faixas de comprimentos de
onda de emissédo (vermelho, alaranjado e verde), registrando os espectros de
absorcdo das amostras na faixa de 300 a 700 nm, a cada 5 minutos de exposicéo a
luz, perfazendo um total de 60 minutos, a fim de visualizar possiveis mudancas nos

espectros dos compostos.

Figura 25- Sistema de LED, utilizado para iluminacdo das solucdes de porfirina.
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3.2.5 ANALISE DA PRODUCAO DE OXIGENIO SINGLETE, UTILIZANDO O
TESTE DO ACIDO URICO

O &cido drico (AU), 7,9-dihidro—1H-purina-2,6,8 (3H)-triona, apresenta

férmula molecular CsH4N4O3 e massa molecular 168 g.mol™ (Figura 26).

Figura 26-F6rmula molecular do acido urico.

Assim, utilizou-se solucdo de &cido Urico na concentracéo de 1,0x10™ mol.L’
! que foi misturada & solucdo dos compostos em estudo (com concentracdo final
equivalente a 1,0 pmol.L™") em &gua. A mistura foi iluminada com uma fonte de LED
de diferentes faixas de comprimentos de onda (vermelho, alaranjado e verde), e a
cada trés minutos realizaram-se medidas espectroscopicas da solucdo na faixa de
200 a 700 nm, durante um periodo de 30 minutos, procurando observar um
decaimento na faixa de absorcdo do AU em 293 nm. As andlises foram realizadas
em triplicatas.

3.2.6 TESTE DE TOXICIDADE SOBRE A ARTEMIA SALINA (TAS)

O ensaio de toxicidade sobre a Artémia salina foi realizado utilizando-se os
ovos (Miramar®) dessa espécie em solucéo aquosa de NaCl (3,8 g.L ™). O recipiente
utilizado para esse teste é dividido em dois compartimentos, sendo um deles
protegido da luz e o outro iluminado. Os ovos foram depositados no compartimento

protegido da luz, onde apdés um periodo de 48 horas, observou-se a eclosdo dos


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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mesmos, com posterior migracédo das larvas para a parte iluminada (Figura 27). Os
microcrustaceos foram coletados a temperatura de 20 °C e distribuidos em nimero
fixo (20 microcrustaceos) em tubos de ensaio, acrescentando as solucdes dos
compostos [Fe(TPPS,4)]Cl ou [Ho(TMPyP)] em diferentes concentragdes ( 10,0, 7,0 e

5,0 umol.L™!) e em meio salino, perfazendo um volume total de 3 mL.

Figura 27- Recipiente utilizado para eclosdo dos ovos de Artémia salina.

As amostras foram divididas em dois grupos: as submetidas a iluminacdo com
LED vermelho, alaranjado ou verde, por duas horas e as sem iluminacéo, incluindo o
controle que ndo possui solucdo das porfirinas. Apdés o tempo de irradiacdo, e pré-
incubacédo (tempo de espera para a producao e acao de EROs - uma hora), realizou-

se a contagem do numero de camardes vivos e mortos em cada tubo de ensaio.

3.2.7 TESTE DE TOXICIDADES SOBRE MICRO-ORGANISMOS: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans

Para realizacdo desse teste prepararam-se diferentes suspensoes utilizando
solucéo salina 0,9% de NaCl (soro fisiolégico) com as cepas dos micro-organismos
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida

albicans (ATCC 36801), acompanhando-se a absorbancia em um colorimetro
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Micronal a 580 nm até que essas atingissem a absorbancia préximo a 0,8,
equivalente a cerca de 10® micro-organismos.mL™ (UFC.mL™).

Dessa suspenséao, foi transferida uma aliquota de 10 uL para tubos contendo
2 mL de meio nutritivo BHI - Infusdo de cérebro e coracdo, e 40 uL de solucdo dos
compostos [Fe(TPPS,4)]Cl ou [H2(TMPyP)], ficando a solugdo com concentracao final
5,0 pmol.L™ desses compostos. Os tubos foram separados em dois grupos: os
submetidos a iluminacdo de LED vermelhos, alaranjados ou verdes, com tempos de
iluminacéo de 10 e 30 minutos, e os sem iluminagédo. Adotaram-se como padrdes 0s
tubos que nao foram submetidos a iluminacdo e aqueles que ndo continham

fotossenssibilizadores.

Decorrido o tempo de iluminacédo, realizou-se a homogeneizacdo das
solucbBes agitando-se por cerca de 15 segundos em um vértice Quimis e sendo
coletada aliquotas de 10 pyL de cada um dos tubos para semea-las em placas de
Petri contendo Agar TSA, em triplicata, que foram incubadas por 24 horas em estufa
a 37 °C, para, posteriormente, serem fotografadas e entéo realizada a contagem das

UFC de micro-organismos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE ABSORCAO DE PORFIRINAS

A andlise dos espectros de absorcédo de porfirinas e de seus derivados €
importante por este estar correlacionado a muitas caracteristicas fisico-quimicas da
mesma. A conjugacdo ciclica dos elétrons gera uma zona de absorcao
caracteristica, a banda Soret, com um alto coeficiente de absortividade molar. Assim
essa absorcao foi a escolhida para determinacdes espectroscopicas quantitativas

desses com postos.

Solugbes aquosas de [Fe(TPPS,)]Cl com pH 6,5, apresentam banda Soret
com seu maximo em 396 nm e 2 bandas Q com maximos em 528 e 685 nm, como

mostrado na Figura 28.
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Figura 28- Espectro de absorbéncia na regido de 300 a 700 nm em solu¢cdo agquosa contendo
5,0 pmol.L™ de [Fe(TPPS,)]Cl em pH 6,5.
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De acordo com a lei de Lambert-Beer (Equagéo 1), a concentracdo da
espécie absorvente € proporcional a sua absorbancia (A). Sendo assim, para o
composto [Fe(TPPS,)]CI, foram utilizadas trés concentragdes (9,7, 5,0 e 1,0 pmol.L"
Y e plotou-se o gréfico da absorbancia no Ams de absorcdo (396 nm em agua) em
funcdo da concentragdo (Figura 29). Em etanol, a absor¢do maxima foi observada
em 424 nm, visto que o solvente influencia nas transicdes eletrénicas do tipo m-n*,
deslocando o maximo de absorcdo para comprimentos de onda maiores (efeito
batocromico). O valor de ¢ foi determinado em &agua e etanol, e podem ser

observados na Tabela 2.

1,6
1,4-.
1,2-.
101
0,8-
0,6 -

0,4 1

Absorbancia em 396 nm

0,2 4

0,0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Concentragdo de [Fe(TPPS )ICI, (umol.L™)

Figura 29- Variagcdo da absorbancia em 396 nm, com a concentracdo de [Fe(TPPS,)]Cl em agua.

A analise linear ocorreu a partir da equacdo 17, na qual o valor de A
(absorbancia) obtido foi de 0,0072377, e o valor de B (correspondente ao epson) foi
de 156200, obtendo-se R igual a 0,9994, o que demonstra que a linearidade

esperada foi obtida.
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Y =A+B (Equagao 17)

Para que exista uma relacdo linear entre absorbéancia e concentracdo, a
absortividade molar (g), que € funcdo do comprimento de onda, ndo deve variar
significativamente na faixa correspondente a banda de radiacdo absorvida O
comportamento linear na faixa de concentracdo estudada também indica que nao ha
agregacéao nessa faixa de concentracdo. Os resultados obtidos séo equivalentes aos
encontrados na literatura (GANDINI, YUSHMANOV, TABAK, 2001; HALMA et al.,
2008).

Tabela 2- Valores de coeficiente de absortividade molar (g) e comprimento de onda maximo
(Amax) para as bandas de absorcéo de [Fe(TPPS,)]Cl em &gua e etanol.

Porfirina Soret Q Qi
-1 -1 5 4 3
€120 (L.cm™.mol™) 1,56x10 1,92x10 7,45x10
A (nm) (396) (528) (685)
Eetanol (L.cm™.mol”) 1,38x10° 1,87x10° 1,82x10°
A (nm)
(414) (578) (622)

Em relacdo a porfirina [H2(TMPyP)], Mendes, determinou os valores do
coeficiente de absortividade molar, tendo encontrado g0 3,5 x10° L.cm™.mol™? e
Eetanol 3,7x10° L.cm™.mol™* (MENDES, 2008). O espectro de absorcdo de solucgéo

aquosa a 1,8 pmol.L™ esta apresentado na Figura 30.
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Figura 30- Espectro de absor¢do na regido de 300 a 700 nm em solucdo aquosa contendo 1,8
pmol.L ™" de [H(TMPyP)] (MENDES, 2008).

4.2 ANALISE DA ESTABILIDADE DO FS FRENTE A ALTERACAO DO pH DO
MEIO NA AUSENCIA DE MICELAS

A partir de uma solucdo de concentracdo 5,0 pmol.L?, adicionou-se
aliquotas de solucdo de HCI 1,0x102 mol.L™ (perfazendo um total de 8 pL de
incrementos em 10 mL de solucédo de porfirina), para que o pH apresentasse uma
variacdo de 6,9 a 1,3. Observou-se uma banda persistente em 396 nm,

apresentando apenas um decréscimo na absorbancia, observado na Figura 31.

O espectro de absorcdo da porfirina [Fe(TPPS,)]CI no pH acido,
apresentado na Figura 34, provavelmente estda associado a [Fe(TPPS,)] (H20),
pentacoordenadas, ou a uma mistura de mono e di-aquo espécies
hexacoordenadas, conforme ja descrito na literatura (GANDINI, YUSHMANOV,
TABAK, 2001).
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Figura 31- Espectro de absorcéo de [Fe(TPPS,)]CI 5,0 pmoI.L"l em agua na faixa de pH entre 7,0
e1,0.

A literatura aponta que, em pH baixo, abaixo do pK,, varias espécies
monoméricas de metaloporfirinas poderiam coexistir em equilibrio (GANDINI,
YUSHMANOV, TABAK, 2001). A equacao de equilibrio de dimerizacdo pode ser

expressa como demonstrado na equacao 18:

2 [Fe(TPPS,)] (H20)n <& O(Fe(TPPS,) ),” + 2H* + (H20)2n1 (Equagéo 18)

O espectro obtido em pH acido apresenta uma banda atribuida a transi¢cdes
internas n-n* da espécie anidnica (amarela). A medida que o pH ¢é diminuido essa

banda se mantém, e quando alcaliniza-se o meio pode-se observar a existéncia de
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reversibilidade em 396 nm. Acima de pH 7,12 essa banda desaparece e surge outra
banda em 410 nm, conforme observado na Figura 32. Essa mudanca espectral esta

associada a formacao de uma nova espécie neutra (coloracéo verde).
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Figura 32- Espectros de absorcdo de [Fe(TPPS,)]CI 5,0 umol.L™" em agua na faixa de pH entre
7,0 e 1,0 e posteriormente entre 1,0 e 10,0.

Realizou-se também, a partir de solugdo de [Fe(TPPS,)]Cl, a adicdo de
incrementos de solucbes de NaOH, obtendo-se a variagdo de pH conforme
observado na Figura 33, e, posteriormente com a adicdo de incrementos de HCI,
pdde-se observar a existéncia de reversibilidade (Figura 34), onde constatou-se
novamente a formacdo de duas bandas, uma em 396 nm, em pH &cido e outra em

410 nm em pH basico, a partir de pH 7,12.
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Figura 33- Espectros de absorcéo de [Fe(TPPS,)]CI 5,0 pmoI.L'l em agua na faixa de pH entre
6,0 e 12,5.
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Figura 34- Espectros de absorcéo de [Fe(TPPS,)]CI 5,0 umoI.L"l em agua, na faixa de pH entre
58e12,1.
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A metaloporfirina [Fe(TPPS,)]Cl geralmente existe como mondmeros em
solucdes acidas e podem formar dimeros quando ocorre a alcalinizagdo com um pK
de dimerizacao (pK4) em torno de 7,8 em solugcbes aquosas homogéneas (GANDINI,
YUSHMANOV, TABAK, 2001). O ajuste dos dados deste experimento usando a
funcdo sigmoidal forneceu um pKy de 7,7.

As mudancas espectrais consideraveis observadas em funcdo do pH na
faixa de pH 4-8, em solucdo aquosa podem ser atribuidas ao equilibrio de
dimerizacdo. Na Figura 34, é possivel observar que na faixa abaixo de pH 7,0 e
acima de pH 8,0 a porfirina mantém-se estavel, ndo havendo mudancas estruturais.
Considerando que o sangue, principal responsavel pela distribuicdo do FS no
organismo, encontra-se tamponado em pH 7,4 (0 que nao atinge a faixa de
estabilidade observada), e os tecidos inflamados e cancerigenos apresentam pH em
torno de 5,5, este fator ndo se demonstra positivo em relagcéo a terapia fotodinamica,
uma vez que pode ocorrer alteracdo do FS em pH sanguineo, antes de atingir os
tecidos doentes. Nao pode-se, portanto afirmar, mesmo com a reversibilidade
demonstrada nos experimentos, que o0 mesmo chegue em sua forma ativa no sitio

de acao esperado.

4.2.1 ANALISE DA ESTABILIDADE DO FS FRENTE A ALTERACAO DO pH
DO MEIO NA PRESENCA DE MICELAS DE CTAB

As medidas espectroscépicas foram realizadas em sistema aquoso
adicionadas de solucdo aquosa do tensoativo CTAB, as quais permitiram realizar um
estudo prévio da interagdo fotossensibilizador-micela e observar se ha formagéo de

agregados.

A solugéo aquosa de [Fe(TPPS,)]CI apresentou pH inicial 5,24 (coloracéao
amarela), sendo o mesmo alterado apos a adicdo de CTAB para 4,92, no qual a
solugéao apresentou coloracdo verde. A concentragéo da solucao de [Fe(TPPS,)]CI
apos adicdo de CTAB é de 4,3 pmol.L™, enquanto a solucdo de CTAB apresentou a
concentracdo de 2,7 x10° mol.L®. O experimento foi realizado em triplicata,
utilizando-se incrementos de HCI 1,0x10% mol.L™* (15 pL de incrementos em 10 mL
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de solucdo de porfirina) e, separadamente, incrementos de NaOH 5,0x102 mol.L™
(22 pL de incremento em 10 mL de solugéo de metaloporfirina).

A partir do procedimento realizado, observou-se que tanto variando o pH
para acido quanto para pH alcalino, a adicdo de CTAB provocou um deslocamento
da banda Soret de 396 para 410 nm, caracteristica esta, condizente ao que foi
observado em pH bésico, antes da adicdo de CTAB, envolvendo espécies em
equilibrio de dimerizacdo. Também podem-se observar variacbes em relacdo as
bandas Q,de 528 para 570 nm, e Q; de 685 para 611 nm, 0 que permite comparar
as formas obtidas em pH acido e alcalino, a partir da interacdo com o surfactante
(Figura 35).

0,6

0,5 4

0,4 -

0,3 -

Absorbancia

0,2

0,14

0,0 -

! I I I I I I I I 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de Onda (nm)

Figura 35- Espectros de absorcdo de [Fe(TPPS,)]Cl 4,3 umol.L™ em presenca de micelas de
CTAB, nafaixade pH entre 4,9 e 11,5.
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Na literatura, relata-se a presenca de pequenas diferencas nas bandas Soret
de [Fe(TPPS,4)]Cl em presenca de CTAB, onde em pH 4,0 foi observado Ansx 416 nm
e em pH 9,0 Anax em 414 nm. Esses resultados também sdo comparados aos
espectros obtidos com a metaloporfirina em solucdo aquosa, o que corresponde a
forma dimera (GANDINI, YUSHMANOV, TABAK, 2001). Pode-se, também, observar
diferencas dependentes da concentracao de CTAB, sendo que as variagdes citadas
foram atribuidas a atracdo da metaloporfirina pelo surfactante, mas que, por
apresentar-se em concentracdo abaixo da cmc, na faixa micromolar, ndo formam
agregados. Somente a espectroscopia eletronica de absorcdo ndo consegue
determinar se as espécies estdo vinculadas a monémeros, dimeros ou agregados
associados a surfactantes, sendo necessarios outros métodos para

complementacao deste estudo.

4.3 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE AGREGACAO

A andlise da agregacdo de FS utilizados na TFD demonstra grande
importancia devido a captacéo e distribuicdo intracelular apresentar-se diferente em
comparacao entre as formas monoméricas e agregadas das espécies. Estudou-se a
agregacao para a metaloporfirina [Fe(TPPS,4)]Cl e observou-se que houve mudanga
no espectro de absorcdo a medida que a proporcao agua/etanol era alterada (Figura
36).
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Figura 36- Espectros de absorcéo de [Fe(TPPS,)]Cl a 1,7 pmol. L em diferentes proporcgdes de
agua/etanol.

Observou-se o decréscimo da absorcdo no espectro (Figura 36), a medida
que o percentual de agua apresentou-se elevado. Quando a proporcao de etanol é
maior, houve deslocamento do maximo de absor¢do na banda Soret, para
comprimentos de onda maiores — deslocamento batocrémico, o que pode sugerir a

formacao de agregados do Tipo J.

N&o foi observado o aparecimento de novos picos, 0 que a principio seria o
principal indicador da presenca de uma nova espécie, decorrente de agregacao. No
entanto, a auséncia de picos ndo quer dizer necessariamente que o fendbmeno de

agregacéo nao tenha ocorrido.

Deve-se no entanto, considerar a probabilidade desse deslocamento consistir

em um comportamento natural da metaloporfirina [Fe(TPPS4)]Cl nos diferentes
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solventes, como demonstrado através da determinacdo do coeficiente de
absortividade molar (Tabela 2), onde registrou-se um Anax de 396 nm em agua
(100%) e 414 nm em etanol (100%), para banda Soret.

A analise de fluorescéncia molecular, que € um dos métodos adequados para
determinacdo da agregacdo, ndo pode ser aplicada com a metaloporfirina
[Fe(TPPS,)]CI, pela mesma ndo apresentar emissdo de fluorescéncia. Dessa forma,
nao € conveniente propor uma estrutura ou conformacédo do agregado da porfirina

estudada nesse sistema, através do método utilizado.

4.4 REACOES DE FOTOBRANQUEAMENTO

O fotobranqueamento pode ser ocasionado pela reacdo do FS com as
espécies reativas de oxigénio, por ele produzidas. Tal evento compromete a
producdo de EROs, fazendo com que doses elevadas do fotossensibilizador tenham
que ser administradas para compensar a sua perda (RONCHI et al., 2007). Para
analisar a existéncia de fotobranqueamento, as solugdes foram iluminadas
utilizando-se sistemas de LED em diferentes faixas de comprimentos de onda
maximos determinandos, sendo para LED vermelho em 634 nm, (Figura 37); para
LED alaranjado em 594 nm, (Figura 38) e para LED verde em 525 nm, (Figura 39),
registrando os espectros de absorcdo das amostras na faixa de 300 a 700 nm, a

cada 5 minutos de exposicao a luz.
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Figura 37- Espectro de emissé&o para LED vermelho utilizado.
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Figura 38- Espectro de emissé&o para LED alaranjado utilizado.
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Figura 39- Espectro de emissao para LED verde utilizado.

Tomando-se o0 espectro inicial da [Fe(TPPS,)]ClI como referéncia,
considerando um tempo total de 60 minutos de iluminacdo, calculou-se uma
diminuicdo da absorcdo na banda Soret em cerca 1,5% quando se utilizou LED
alaranjado, 2,1% quando se utilizou LED verde e 2,8% quando se utilizou LED
vermelho. Esses valores, ao serem comparados com outros dados da literatura,
como € o caso da clorofila que apresenta uma diminuicdo em torno de 70%
(SOARES, 2006), demonstram que essa metaloporfirina ndo  sofre
fotobranqueamento significativo (Figura 40). Compreende-se que a estrutura da
porfirina [Fe(TPPS,)]CI ndo é degradada nessas condic¢des, e que, portanto, ndo tera

a producéo de formas toxicas de oxigénio afetada pelo fator tempo de irradiacéo.
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Figura 40- Espectros de absorcédo de solucdo contendo [Fe(TPPS,)]CI 5,0 umoI.L'1 em agua,
durante 60 minutos de iluminacdo com LED alaranjado. As setas verde, amarela e

vermelha, indicando o A,; de emissédo de cada sistema de LED utilizado.

Uma outra maneira de medir o fotobranqueamento de um FS é irradia-lo
com luz visivel, num meio saturado com 0,, e monitorar sua fluorescéncia. Caso
ocorra fotobranqueamento, o mesmo sera detectado através da queda na
intensidade de fluorescéncia do FS. Mas, como ja mencionado, [Fe(TPPS,)]CI nao

apresenta emissao de fluorescéncia.

Em relacdo a porfirina [Ho(TMPyP)], Mendes havia realizado testes com LED
vermelho, considerando um tempo total de 60 minutos de iluminacédo, no qual se
observou um decaimento de cerca de 2% do maximo de absor¢do na banda Soret
em agua, e que conforme comentado anteriormente, ndo se constitui em uma
decomposicdo significativa (MENDES, 2008). Realizou-se entdo outros estudos,
agora utilizando LED alaranjado e verde, também em um tempo maximo de 60
minutos, onde se observou um decaimento de 15,9% com LED alaranjado, e de
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14,6% com LED verde para a banda Soret, o que indica uma consideravel
degradacéo do FS. O resultado de um dos experimentos realizados com LED verde

€ apresentado na Figura 41.
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Figura 41- Espectros de absorgdo de solug&o contendo 1,78 pmol.L™ da porfirina [Hy(TMPyP)]
durante 60 minutos de iluminacdo com LED verde. As setas verde, amarela e
vermelha, indicando o A5 de emissédo de cada sistema de LED utilizado.

4.5 ANALISE DA PRODUCAO DE OXIGENIO SINGLETE UTILIZANDO TESTE
DO ACIDO URICO

O acido urico (AU), por ser um excelente captador de oxigénio singlete, é
utilizado em diversos trabalhos na literatura, como dosimetro para determinacao
quantitativa da acédo fotodindmica. O AU apresenta uma banda de absor¢cdo com
maximo em 293 nm, o que ndo interfere na interacdo da luz com o FS nos
experimentos de determinacdo do coeficiente de atividade fotodinamica. A

determinacao da atividade fotodinadmica ocorre a partir da iluminacdo com uma fonte
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de LED de diferentes faixas de comprimentos de onda (vermelho, alaranjado e
verde), e da realizacdo de medidas espectroscopicas da solucdo na faixa de 200 a

700 nm, a cada trés minutos.

Os espectros de [Fe(TPPS,4)]Cl apos a irradiagéo por 30 minutos com LED
de diferentes cores e em presenca de AU, ndo apresentaram diminuicdo na banda
Soret ou bandas Q, nem a degradacédo especifica de acido urico (Figura 42), que é

caracterizada pela diminuicdo na banda de 293 nm.
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Figura 42- Espectros de absorcéo de 200 a 700 nm, contendo solucéo de acido arico 1,0x10™

mol.L™ e solucéo de [Fe(TPPS,)]CI 1,0 umoI.L"l, iluminado com LED verde.

Mendes realizou testes para a determinagdo da atividade fotodindmica
através do teste do acido urico, com LED vermelho, para a porfirina [H2(TMPyP)],
apos irradiacdo de 30 minutos (MENDES, 2008). Neste trabalho, realizou-se os

testes para esta porfirina com LED alaranjado e verde.
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A porfirina [H2(TMPyP)] demonstrou decaimento em suas bandas de
absorcdo em especial na banda Soret (5,7% com LED alaranjado e 10,9% com LED
verde). Isso demonstra que nesse meio, € possivel que parte do oxigénio singlete
gerado tenha sido consumido no fotobranqueamento da porfirina, em vez de ter sido
capturado pelo &cido Urico. No entanto, ao observar a primeira e a segunda banda
de acido urico (Figura 43), presentes em 290 e 233 nm, nota-se reducdo da
absorbancia (3,9% e 1,2% com LED alaranjado, 51,4% e 27,3% com LED verde) o
qgue leva a concluir que as moléculas de acido urico também sofreram degradacéo
durante o periodo de iluminacédo, e que essa mudanca pode estar relacionada com a
acao do oxigénio singlete.
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Figura 43- Espectros de absorcéo de 200 a 700 nm, de solucdo contendo &cido Grico 1,0x10™
mol.L? e solucéo de [Hy(TMPyP)] em 1,0 pmoI.L"l, iluminado com LED verde.
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Embora, uma nova equacao, para calculo da AU, tenha sido proposta para a
determinacdo da atividade fotodinamica (PELLOSI et al., 2008), neste trabalho,
optou-se por utilizar a equacao 16, para fim de comparacdo com outros trabalhos
(SOARES, 2006; MENDES, 2008; SILVA, 2009) realizados de forma similar. Os
resultados obtidos podem ser observados na Tabela 3, onde percebe-se uma baixa
AF para a porfirina [Fe(TPPS,4)]CI com todos os LED utilizados, e, para a porfirina

[H2(TMPyP)] observa-se uma AF alta com LED vermelho e verde.

Tabela 3- Valores médios de algumas grandezas, obtidas através dos espectros do teste do AU
para os compostos [Fe(TPPS,)]Cl e [Hx(TMPyP)].

Composto LED AAA.U. t(s) AF

Vermelho 0,0063 1800 0,28

[Fe(TPPS,)]CI

Alaranjado 0,0097 1800 0,40

Verde 0,0139 1800 0,33

Vermelho* 0,0460* 1800 3,09*

[Ho(TMPyP)] Alaranjado 0,0242 1800 2,17
Verde 0,1530 1800 4,66

AA, u. = variagdo da absorbancia em 293 nm da solugdo apds o tempo total de irradiagdo; t = tempo de
irradiagdo; AF = atividade fotodindmica. *Fonte: MENDES, 2008.

4.6 TESTE DE TOXICIDADE SOBRE A Artémia salina (TAS)

O método padrdo deste bioensaio consiste na contagem dos

microcrustaceos vivos, apos terem sido expostos ao FS e a uma hora de iluminagéo
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com LED vermelho, alaranjado ou verde, a contagem foi realizada duas horas apoés

a iluminacéo.

Os resultados dos testes com a Artémia salina nos quais foi empregada a
porfirina [Fe(TPPS,)]CI, estdo mostrados no gréfico da Figura 44, que expressa a
média dos valores obtidos dos testes em triplicata. As concentracdes utilizadas
foram de 10, 7,0 e 5,0 umol.L™* em meio salino. Para controle utilizaram-se tubos

com o composto, sem iluminacgéo (branco).

Assim para a acado fotodindmica, ndo foi possivel verificar uma diferenca

significativa entre os tubos que receberam a iluminacéao e os que nao receberam.

Concentragéo pmol.L™
10- 10,0
7,0
5,0

% de Mortalidade
-l?

0 I T I [ T I
Vermelho Alaranjado Verde Branco

Figura 44- Percentual de mortalidade de [Fe(TPPS,)]CI frente a Artémia salina com iluminacé&o

(LED verde, alaranjado e vermelho), e sem iluminagéo.

Como mostra o gréafico (Figura 44), a metaloporfirina ndo se mostrou capaz
de causar a morte dos microcrustaceos de Artémia salina. Os dados ndo mostraram
uma correlagéo linear com a concentracao de porfirina e ndo se pode afirmar que a
mortalidade tenha sido maior sob iluminagdo do que sem iluminagdo. Esses

resultados, somados a baixa variacdo das bandas de &cido Urico, sugerem que o
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oxigénio singlete ndo esta sendo gerado pela porfirina [Fe(TPPS,)]CI, o que provoca

baixa atividade fotodinamica da mesma.

4.7 TESTE DE TOXICIDADE SOBRE MICRO-ORGANISMOS: Escherichia coli
Staphylococcus aureus e Candida albicans

A susceptibilidade das cepas estudadas (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Candida albicans) ao processo fototerapéutico, foi avaliada por meio da
exposicao das suspensdes de micro-organismos a concentracdo dos compostos
estudados, [Fe(TPPS,)]CI e [Ho(TMPyP)], equivalente a 5,0 pmol.L™, e utilizando-se
dois tempos de iluminacdo (10 e 30 minutos) com os LED vermelho, alaranjado e

verde.

Para analises das variantes utilizadas neste trabalho, adotaram-se trés
situagcbes comparativas como padroes, sendo: a) tubos contendo somente
iluminacdo sem porfirina (L+P-) a fim de verificar a agdo da luz sobre os micro-
organismos; b) tubos contendo compostos FS (5,0 umol.L) e auséncia de
iluminacédo (L-P+) com o intuito de avaliar se a presenca dos compostos FS causa
algum efeito toxico sobre as suspensdes bacterianas; c) tubos com auséncia de
iluminagdo e de FS (L-P-) utilizadas como controle geral para verificar provavel
crescimento bacteriano e a confiabilidade do estudo. Aos demais tubos, adicionou-
se 0s compostos (5,0 pmol.L™) e iluminac&o (L+P+) com as variantes (tempo e luz)

necessarias ao estudo.

Para cada experimento foram preparados dois tubos (duplicata) e, para cada
tubo foram preparadas trés placas. Assim as médias encontradas referem-se a
dados obtidos em 6 placas. A eficiéncia do FS foi avaliada com base na
determinacdo do numero de unidades formadoras de colbnias viaveis (UFC) por
mililitro. Foi estabelecido que a contagem das colonias estivesse limitada ao valor de
2800x10% UFC.mL™. As placas que apresentaram unidades formadoras de col6nias

com valor maior que o estabelecido foram denominadas “incontaveis”.
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4.7.1 Escherichia coli

Nas Tabelas 4 e 5 estdo apresentados os resultados obtidos para os
diferentes grupos experimentais estudados para Escherichia coli (UFC.mL™ x 10%),
com os compostos [Fe(TPPS,)]CI e [Ho(TMPyP)] na concentragdo 5,0 pmol.L™, com
luz vermelha, alaranjada e verde sob os tempos de iluminacao respectivos a 10 e 30

minutos.

As quatro primeiras linhas das Tabelas 4 e 5 representam os padrées
utilizados. Para o padrdo geral (L-P-) e para o padrdo sem iluminagcdo e com
derivados porfirinicos (L-P+), as UFC.mL™ apresentaram-se ‘incontaveis” para
ambos os compostos, isto é, houve um grande crescimento bacteriano. O mesmo foi
observado para a metaloporfirina [Fe(TPPS,)]CI em relagdo aos padrdes, sem FS
mas com iluminac¢do (L+P-) de 10 minutos, e de 30 minutos com LED vermelho e

alaranjado. J4 em relacdo a porfirina [Ho(TMPyP)], pode-se observar a condicao

“‘incontavel” para o padréo (L+P-) de 10 minutos com LED vermelho e alaranjado.

Tabela 4- Efeito dos diferentes grupos experimentais em Escherichia coli (UFC.mL™"x10%), para
o composto [Fe(TPPS,)]Cl na concentracdo 5,0 umol.L™ com luz vermelha, alaranjada
e verde sob diferentes tempos de iluminagéo.

Experimento Tempo Sem LED LED LED
(min) Luz vermelho alaranjado verde
L-P- 0 Incontavel
L-P+ 0 Incontavel
L+P- 10 Incontavel Incontavel Incontével
L+P- 30 Incontavel Incontavel Incontével
L+P+ 10 Incontavel Incontavel Incontavel

L+P+ 30 2493 Incontavel 2537
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Tabela 5- Efeito dos diferentes grupos experimentais em Escherichia coli (UFC.mL."x10%), para
a porfirina [Ho(TMPYP)] na concentracéo 5,0 umol.L™ com luz vermelha, alaranjada e
verde sob diferentes tempos de iluminag&o.

Experimento Tempo Sem LED LED LED
(min) Luz Vermelho alaranjado verde

L-P- 0 Incontavel
L-P+ 0 Incontavel
L+P- 10 Incontavel Incontavel Incontavel
L+P- 30 Incontavel Incontavel Incontavel
L+P+ 10 954 1286 1145
L+P+ 30 744 1024 912

Analisando os resultados obtidos para os grupos L+P+ observou-se um

pequeno efeito fotodindmico para a metaloporfirina [Fe(TPPS,4)]CI com uso de LED

verde, e vermelho com 30 min de iluminagdo, Figura 45, o que ja era esperado

frente ao baixo valor de AF encontrado. Em geral, porfirinas aniénicas exibem uma

baixa atividade na fotoinativacdo de bactérias Gram-negativas, devido a sua

superficie externa apresentar-se carregada negativamente (devido as cargas

negativas dos lipopolissacarideos). Essa resisténcia pode ser superada pelo uso de

conjugados de FS com polimeros catibnicos ou por co-administracdo de peptideos

permeabilizantes.
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Bvermelho

Oalaranjado
Overde

Log UFC. mL™" x 10°

10 min 30 min

Figura 45- Efeito da porfirina [Fe(TPPS,)]Cl na concentracdo 5,0 umol.L™ frente Escherichia
coli, sob tempo de 10 e 30 minutos e sob iluminagdo vermelha, alaranjada e verde.

Fotossensibilizadores positivamente carregados sao geralmente mais
eficientes em bactérias e agem em concentracées menores que as moléculas de FS
neutras e aniénicas (PERUSSI, 2007). Esse fato pode ser observado na Tabela 5 e
Figura 46, para a porfirina cationica [H(TMPyP)], que apresenta maior AF, e
resultados favoraveis a TFD, com reducdo nas UFC.mL™ para iluminacdo com luz
vermelha (mais eficaz), alaranjada e verde, sendo o efeito mais acentuado quanto

maior o tempo de iluminag&o.

Bvermelho

Oalaranjado
Overde

Log UFC. mL™ x 10?

10 min 30 min

Figura 46- Efeito da porfirina [H,(TMPyP)] na concentracéo 5,0 pmoI.L'l frente Escherichia coli,
sob tempo de 10 e 30 minutos e sob iluminagcao vermelha, alaranjada e verde.
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Dentre as caracteristicas mais importantes para a estrutura molecular dos
FS e sua acdo em TFD estdo uma combinacdo de grupamentos catibnicos e
solubilidade em agua. A carga catibnica € ainda mais importante no caso das
bactérias Gram-negativas que possuem uma estrutura de membrana dupla, e que
exclui muitas estruturas anionicas e moléculas lipofilicas (HAMBLIN, HASAN, 2004).
O resultado obtido em relacdo ao tempo de iluminagéo foi o esperado, uma vez que
se acredita que a inativacdo fotodinamica seja mais eficaz se fizermos o uso de um
periodo de tempo maior de irradiacdo, para assim, a associacao de luz e porfirinas

apresentar resultados satisfatérios.

A Figura 47 mostra o efeito fotodinamico (bacteriostatico) da porfirina
[H2(TMPyP)] na inibicdo da reproducédo celular da Escherichia coli, quando foi
utilizado o LED vermelho e o tempo de 30 minutos apresentando o menor nimero

de colbnias.

A=)

(a)

b

S
[

i

Figura 47- Unidades formadoras de col6nias de Escherichia coli (a) na auséncia de luz e de
Porfirina (L-P-); (b) na presenca da porfirina [H,(TMPyP)] na concentracéo 5,0 pumol.L
, iluminada com LED vermelho 30 minutos (L+P+).

A carga positiva do farmaco fotossensivel favorece a forte interacéo
eletrostatica com os sitios negativamente carregados da superficie da célula
bacteriana, aumentando a eficiéncia do processo fotodinamico (CAMINOS,

DURANTINI, 2006). Este fato, associado a AF encontrada neste estudo, mostra que
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a porfirina catibnica é um fotossensibilizador eficaz para inativar células de

Escherichia coli utilizando-se TFD.

Os resultados obtidos foram comparados com a bibliografia (MENDES,
2008), em que a porfirina [Hx(TMPyP)] com iluminacdo com LED vermelho
apresentou melhores resultados frente a bactéria Escherichia coli, quando

comparada a metaloporfirina [Zn(TPPS,)]CI.

4.7.2 Staphylococcus aureus

Essa bactéria foi uma das primeiras a serem controladas com a descoberta
dos antibidticos, mas, devido a sua enorme capacidade de adaptacao e resisténcia,
tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro das infeccdes
hospitalares e comunitarias (SANTOS et al., 2007). Esse fato justifica a realizacédo

de experimentos, buscando formas alternativas de combaté-la.

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido historicamente utilizada como um
meio para o tratamento de tumores cancerosos, mas foi recentemente utilizada para
matar as células bacterianas através do uso de fotossensibilizadores alvo. Os testes
com a bactéria Staphylococcus aureus, tém apresentado resultados positivos na
presenca de diversas porfirinas e clorinas (ROVALDI et al., 2000), o0 mesmo pode-se
observar com a analise dos resultados obtidos por este trabalho, principalmente com
agueles obtidos com a porfirina [H2(TMPyP)].

As Tabelas 6 e 7 apresentam a média para os valores obtidos em cada
experimento (variante tempo e luz), com os compostos [Fe(TPPS,)|CI e
[Ho(TMPyP)], ambas na concentragéo 5,0 umol.L™.
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Tabela 6- Efeito dos diferentes grupos experimentais em Staphylococcus aureus (UFC.mL™ x
102), para a porfirina [Fe(TPPS,)]Cl na concentracéo 5,0 umoI.L'1 com luz vermelha, alaranjada

e verde sob diferentes tempos de iluminagéo.

Experimento Tempo Sem LED LED LED

(min) Luz vermelho alaranjado verde

L-P- 0 Incontavel

L-P+ 0 Incontavel

L+P- 10 Incontavel Incontavel Incontavel

L+P- 30 Incontavel Incontavel Incontavel

L+P+ 10 Incontavel Incontavel 1966

L+P+ 30 1854 1948 1723

Tabela 7- Efeito dos diferentes grupos experimentais em Staphylococcus aureus (UFC.mL'l X
102), para a porfirina [H(TMPyP)] na concentracdo 5,0 umoI.L'l com luz vermelha,
alaranjada e verde sob diferentes tempos de iluminagéo.

Experimento Tempo Sem LED LED LED

(min) Luz vermelho alaranjado verde

L-P- 0 Incontavel

L-P+ 0 Incontavel

L+P- 10 Incontével Incontével Incontével

L+P- 30 Incontével Incontével Incontével

L+P+ 10 1376 1504 1667

L+P+ 30 928 1137 1321

Em relagédo aos padrdes utilizados, pode-se observar que a auséncia de luz
e presenca de porfirina (L-P+), ndo se observou reducdo do crescimento bacteriano,

0 que demonstra a importancia da luz para ativagéo do FS.

Para a metaloporfirina [Fe(TPPS4)]Cl, observou-se que houve diminui¢do no

ndmero de UFC.mL.™" x 10% de Staphylococcus aureus, tendo sido observado maior
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efeito fotodindmico, embora baixo, com 30 minutos de iluminacéo (Figura 48). Ja em
relacdo a fonte de luz, a utilizacdo de LED vermelho e alaranjado ndo apresentou
diferencas significativas entre si, enquanto a fonte LED verde, em ambos os tempos

de iluminacao, apresentou uma maior diminuicdo do nimero de UFC.mL.™.

®vermelho

Oalaranjado

Everde

Log UFC mL™ x 10?

10 min 30 min

Figura 48- Efeito de [Fe(TPPS,)]Cl na concentracdo 5,0 pmol.L™ frente Staphylococcus aureus,
sob tempo de 10 e 30 minutos e sob ilumina¢ao vermelha, alaranjada e verde.
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Figura 49- Efeito da porfirina [H,(TMPyP)] na concentragdo 5,0 pmoI.L'l frente Staphylococcus
aureus, sob tempo de 10 e 30 minutos e sob iluminac&o vermelha, alaranjada e
verde.
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A representacdo gréafica dos resultados referentes a porfirina [Ho(TMPyP)]
frente a cepas de Staphylococcus aureus (Figura 49), mostra um maior efeito
fotodinamico em ambas as faixas de emissédo de luz, comparando com a porfirina
[Fe(TPPS,)]CI, sendo que o LED vermelho apresentou um efeito mais acentuado.
Também foi observado aumento do efeito fotodindmico com o aumento da

iluminacao (tempo 30 minutos), para todas as fontes de luz.

O efeito fotodindmico pode ser observado na Figura 50, onde se compara o
controle sem iluminacéo e com porfirina (L-P+) com o grupo iluminacéo vermelha por
30 minutos, na presenca da porfirina [Hx(TMPyP)] na concentracdo 5,0 pmol.L™
(L+P+). Os resultados obtidos com a porfirina [H2(TMPyP)] apresentando um efeito
fotodinamico mais acentuado que a porfirina [Fe(TPPS,4)]Cl estdo relacionados aos
resultados obtidos em relacdo a AF, e que se confirmam pela presenca de grupos
carregados positivamente na estrutura da porfirina que é fundamental para a

atividade antibacteriana.

Figura 50- Unidades formadoras de coldnias de Staphylococcus aureus em presenca de
porfirina [Ho(TMPyP)] na concentracdo 5,0 pmol.L™ (a) Controle auséncia de luz (L-
P+) (b). iluminada com LED vermelho durante 30 minutos (L+P+).

Neste trabalho, o tempo de iluminagdo de 30 minutos foi mais eficiente do
que o tempo de 10 minutos, na inativacdo de micro-organismos. Outros estudos
utilizaram tempo de iluminacdo de 270 minutos pode-se observar que, além da acéo

fotodinamica eficiente, demonstrou-se também, que 0s micro-organismos foram
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incapazes de recuperar atividade metabdlica, o que comprova a relativa auséncia de

mecanismos de resisténcia apos a iluminacdo (ALVES et al.,, 2009). Este fato

justifica este trabalho, considerando a grande resisténcia dos micro-organismos aos

antimicrobianos atuais, encontrados no mercado.

4.7.3 Candida albicans

Para avaliar a atividade fotodinAmica dos compostos [Fe(TPPS,)]Cl e

[H2(TMPyP)] na inativacdo de micro-organismos, realizou-se também, testes com a

levedura Candida albicans, utilizando-se 0os mesmos sistemas de iluminagéo

utilizados para os experimentos com Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Nas Tabelas 8 e 9, sdo apresentadas as médias dos resultados dos

experimentos

realizados com os compostos [Fe(TPPS,)]CI

e [HxATMPYP)],

respectivamente, nos quais se comparam os efeitos com os LED vermelho e

alaranjado e verde, numa mesma concentracao de porfirina.

Tabela 8- Efeito dos diferentes grupos experimentais em Candida albicans (UFC.mL™ x 102),

para a porfirina [Fe(TPPS,)]Cl na concentracdo 5,0 pmoI.L'1 com luz vermelha,

alaranjada e verde sob diferentes tempos de iluminacéo.

Experimento Tempo Sem LED LED LED
(min) Luz vermelho alaranjado verde
L-P- 0 Incontavel
L-P+ 0 Incontavel
L+P- 10 Incontavel Incontavel Incontavel
L+P- 30 Incontavel Incontavel Incontavel
L+P+ 10 1573 2221 1845
L+P+ 30 1023 1659 1424
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Tabela 9- Efeito dos diferentes grupos experimentais em Candida albicans (UFC.mL™ x 10%),
para a porfirina [H,(TMPyP)] na concentracdo 50 pmol.L™ com luz vermelha,

alaranjada e verde sob diferentes tempos de iluminacéo.

Experimento Tempo Sem LED LED LED
(min) Luz vermelho alaranjado verde

L-P- 0 Incontavel
L-P+ 0 Incontavel
L+P- 10 Incontavel Incontavel Incontavel
L+P- 30 Incontavel Incontavel Incontavel
L+P+ 10 1057 1346 1144
L+P+ 30 738 1021 892

Analisando as Tabelas, pode-se verificar que, na presenca dos dois

compostos FS utilizados, na concentracdo de 5,0 pmol.L™ e iluminacdo, houve

inibicdo no crescimento da levedura, quando comparado com 0s controles para 0s

trés tipos de LED utilizados. Houve maior inibicdo do crescimento das leveduras,

guando a amostra foi submetida a luz vermelha, e sob o tempo de iluminacdo de 30

minutos (Figuras 51 e 52).

A acdo antifungica provocada pelas porfirinas pode ser nitidamente

observada através da reducéo de UFC.mL™, sendo mais acentuada no experimento

com a porfirina [H2(TMPyP)] do que com a porfirina [Fe(TPPS,)]Cl, e que demonstra

o efeito fotodin@mico exercida pelas mesmas.
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Figura 51- Efeito de [Fe(TPPS,)]Cl na concentracdo 5,0 pmol.L™ frente Candida albicans, sob
tempo de 10 e 30 minutos e sob iluminag¢do vermelha, alaranjada e verde.
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Figura 52- Efeito da porfirina [Hx(TMPyP)] na concentracdo 5,0 umoI.L'l frente Candida
albicans, sob tempo de 10 e 30 minutos e sob iluminagcdo vermelha, alaranjada e
verde.

Na Figura 53, compara-se a reducdo de UFC.mL™ em relagéo ao controle
auséncia de luz e de porfirina (L-P-) em presenca de porfirina [H2(TMPyP)] na
concentracéo 5,0 umol.L™* iluminada com LED vermelho durante 30 minutos (L+P+).
O LED vermelho apresentou maior eficiéncia fotodindmica, fator que esta
relacionado com a AF, e pode estar relacionado com o fato do FS ser catidnico.
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Figura 53- Unidades formadoras de colénias de Candida albicans (a) Controle auséncia de luz
e de porfirina (L-P-) (b).em presenca de porfirina [Ho(TMPyP)] na concentragédo 5,0
pmoI.L'l iluminada com LED vermelho durante 30 minutos (L+P+).

Em todos os experimentos realizados com os micro-organismos em analise,
foi com o tempo de iluminacdo de 30 minutos que obteve-se um melhor efeito
fotodinamico. Para tanto, espera-se que 0 corante una-se ao micro-organismo ou
mesmo chegue a ultrapassar a barreira da membrana celular, localizando-se no

citoplasma da célula ou mesmo intercalando-se com o DNA.

Os tempos de irradiacéo tipicos utilizados em TFD antimicrobiana vao de um
a dez minutos (ALVES et al., 2009). Deve-se levar em consideracdo que a interacao
do FS com o substrato, muitas vezes é um ponto critico para a eficiéncia
fotodinamica, necessitando de um maior tempo para que a ativacao pela fonte de

energia possa ocorrer.
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5 CONCLUSAO

Os resultados da avaliacdo do comportamento espectral da metaloporfirina
anionica [Fe(TPPS,)]Cl sob variacdo de pH, em &agua, e em etanol indicam a
formacao de agregados em solugcdo aquosa com pH acima de 7,0. A presenca de
micelas de CTAB influencia na formagé&o desses agregados.

A [Fe(TPPSy]ClI ndo apresentou reagcbes de fotobranqueamento
significativas com os sistemas de iluminacéo utilizados. O acido uarico foi utilizado
como dosimetro quimico de modo a permitir uma avaliagdo da geracdo de oxigénio
singlete, tendo sido baixos valores de atividade fotodindmica para os sistemas de

iluminacéo e concentracao testados.

Através da analise dos dados nos teste com Artémia salina, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus conclui-se que o composto [Fe(TPPS,)]Cl apresentou baixa
atividade fotodinamica nas condi¢cbes de iluminacédo e concentracdo utilizadas. Os

resultados para os testes com Candida albicans indicaram maior inativacao.

As andlises realizadas neste trabalho com a porfirina [Ho(TMPyP)],
demonstram que a mesma tem potencial para ser utilizada em TFD, uma vez que
apresentou atividade fotodindmica satisfatéria, e uma inibicdo significativa nas
UFCs, frente aos micro-organismos estudados, principalmente, quando se fez uso

de LED vermelho e tempo de iluminacao de 30 minutos.
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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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