UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE QUIMICA
GRADUACAO EM QUIMICA INDUSTRIAL

Estudo das caracteristicas espectroscopicas da tetracarboxi-

porfirina e seu grau de interacdo com bicamada lipidica

Jéssica Gongalves Braga

Uberlandia-MG
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE QUIMICA
GRADUACAO EM QUIMICA INDUSTRIAL

Estudo das caracteristicas espectroscopicas da tetracarboxi-

porfirina e sua capacidade de

interagir com membrana

mimética

Jéssica Gongalves Braga

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao Instituto de Quimica,
como parte dos requisitos necessarios a
obtengdao do titulo de bacharel em
quimica pela Universidade Federal de

Uberlandia.

Orientagdo: Profa. Dra. Tayana Mazin

Tsubone

Uberlandia

2022



Estudo das caracteristicas espectroscopicas da tetracarboxi-porfirina e
seu grau de intera¢do com bicamada lipidica

Jessica Gongalves Braga

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao Instituto de Quimica,
como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de bacharel em
quimica pela Universidade Federal de

Uberlandia.

Orientagdo: Profa. Dra. Tayana Mazin

Tsubone

Uberlandia -MG, 10 de Agosto de 2022

Banca Examinadora

Prof®. Dr”. Tayana Mazin Tsubone

Prof®. Dr”. Sidnei Gongalves da Silva

Prof®. Dr”. Raquel Maria Ferreira de Sousa



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradego a mim mesma por sempre acreditar, e independente de
qualquer desafio nunca desistir. Em segundo lugar sou grata a minha familia por dar
credibilidade aos meus sonhos e apostarem em mim! Em terceiro lugar, tenho gratidao a
Deus, pois a minha f¢ me ajudou a chegar até aqui! Em quarto lugar, gratifico a
professora orientadora Dra. Tayana Mazin Tsubone por me oportunizar com a Iniciagao
Cientifica, e sempre ter paciéncia e persistir por mim até aqui € juntamente a ela
agradeco a FAPEMIG Projeto Universal APQ-00704-21 pelo apoio financeiro a
pesquisa, € ao CNPq pela bolsa PIBIC com vigéncia de 01/08/2020 a 31/07/2021". Por
ultimo e ndo menos importante, aprecio a ajuda e apoio de colegas da faculdade, tais
como, a Patricia que me ajudou muito na IC, além de outros colegas e também os
professores que ajudaram na graduagao compartilhando conhecimento. De modo geral,
gratiddo a tudo e todos que de alguma forma me ajudaram na transformagdo de quem

sou hoje.



Resumo
A terapia fotodinamica (TFD) tem sido estudada por ser uma alternativa no tratamento
de cancer e doengas cronicas as quais utilizam tratamentos convencionais, como a
quimioterapia ¢ radioterapia, por exemplo. A TFD atua a partir de um
fotossenssibilizador (FS) que apds ser aplicado ao paciente reage somente onde for
incidida luz no comprimento de onda adequado afetando um menor nimero de células
saudaveis. FSs possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas e sdo moléculas
capazes de interagir com a luz de modo a gerar espécies altamente reativas de oxigénio
(EROs) como o oxigénio singlete (‘O,) e outras formas radicalares. Compostos
porfirinicos tém sido extensamente utilizados em TFD como fotossensibilizadores (FSs)
por apresentarem caracteristicas favoraveis para este tipo de tratamento. Sabe-se que
além das propriedades fotoquimicas, a fotoatividade destes compostos depende da sua
capacidade de se incorporar em células através das membranas. Dessa forma, pequenas
diferengas nas propriedades fisico-quimicas dos FS podem alterar os sitios de interagdo
modificando sua ligagdo em membranas e eficiéncia em causar morte celular. Nesse
projeto estudou-se as propriedades espectroscopicas de da porfirina Tetra-(4-
carboxi)fenil porfirina (TCPP), tais como a caracterizacdo espectroscopica do FS em
diferentes solventes, onde a TCPP apresentou solubilidade em metanol e etanol. Além
disso, determinou-se o coeficiente de absortividade molar (¢) da porfirina TCPP.
Também realizou-se o estudo de agregacdo da porfirina em misturas homogéneas dgua e
metanol e estimou-se que a “Porcentagem Agregacional Critica — PAC” ocorre em
cerca de 55% agua. Avaliou-se a interacdo da porfirina com membrana mimética,
correlacionando suas caracteristicas moleculares com a eficiéncia em causar danos em
membrana. Ademais, foi verificado o dano em membrana via carboxifluoresceina, cujo
qual, a TCPP apresentou valores negativos de porcentagem. Realizou-se o experimento
para avaliar se TCPP ¢ estavel ou se degrada frente a exposi¢do da luz, e ndo foi
observada uma diminui¢dao significativa da absorbancia em fung¢do do tempo de
irradiagdo, indicando que este composto ¢ foto-estavel nas condi¢des experimentais

analisadas.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica (TFD), Tetra-(4-carboxi)fenil porfirina (TCPP),

absorbancia, membrana mimética.



Abstract
Photodynamic therapy (PDT) has been studied as an alternative in the treatment of
cancer and chronic diseases that use conventional treatments, such as therapy and
radiotherapy, for example. PDT works from a photosensitizer (FS) that, after being
applied to the patient, reacts only where the light is incident at an adjustable
wavelength, applying a smaller number of special cells. FSs have different
physicochemical characteristics and are molecules capable of interacting with light in
order to generate highly reactive oxygen species (ROS) such as singlet oxygen (102)
and other radical forms. Porphyrin compounds have been extensively used in PDT as
photosensitizers (FSs) because they have favorable characteristics for this type of
treatment. It is known that in addition to the photochemical properties, the photoactivity
of these compounds depends on their ability to be incorporated into cells through
membranes. Thus, small differences in the physicochemical properties of FS can change
the sites of interaction, modifying their binding in membranes and efficiency in causing
cell death. In this project, the spectroscopic properties of Tetra-(4-carboxy)phenyl
porphyrin (TCPP) were studied, such as the spectroscopic characterization of FS in
different solvents, where TCPP showed solubility in methanol and ethanol.
Furthermore, the molar absorptivity coefficient (¢) of TCPP porphyrin was determined.
The study of porphyrin aggregation in homogeneous mixtures of water and methanol
was also carried out and it was estimated that the "Critical Aggregation Percentage -
PAC" occurs in about 55% water. The interaction of porphyrin with membrane mimetic
was evaluated, correlating its molecular characteristics with the efficiency in causing
membrane damage. In addition, membrane damage was verified via carboxyfluorescein,
in which TCPP presented negative percentage values. The experiment was carried out to
assess whether TCPP is stable or degrades when exposed to light, and no significant
decrease in absorbance was observed as a function of irradiation time, indicating that

this compound is photostable under the analyzed experimental conditions.

Keywords: Photodynamic Therapy (PDT), Tetra-(4-carboxy)phenyl porphyrin (TCPP),

absorbance, membrane mimetic.
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1. Introducao

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido estudada por ser uma alternativa no
tratamento de cancer e doencas cronicas em que usam a quimioterapia e radioterapia,
por exemplo. Diferente dos tratamentos citados, a TFD atua a partir de um
fotossensibilizador (FS) que apds ser aplicado ao paciente este ¢ sensivel a luz, tendo
em mente isso, imagina-se que o farmaco vai estar espalhado dentro do corpo, mas sé
onde tiver luz apropriada incidida ocorrerd reagdes de fotossensibilizagdo, ou seja, visa
por matar o menor nimero de células saudaveis (MEDICATIONS, 2002). As principais
aplicagdes da TFD s3o no tratamento de cancer, da miopia patoldgica, da artrite
reumatoide, de micoses e infec¢cdes bacterianas. Alguns paises como Estados Unidos,
Fran¢a, Holanda, Canada, e Japao ja utilizam essa nova técnica, e a maioria dos seus
tratamentos estao voltados as regides do pulmao, e do es6fago (PERUSSI, 2007).

Sobre as vantagens da TFD vale citar que ela ndo tem restrigdo em relagdo ao
aplicagdes no tecido tumoral, pois o organismo ndo deixa de produzir sua auto
resisténcia apesar do uso dos medicamentos. Além disso, promove a destrui¢ao seletiva
do tecido, e por isso causa menores efeitos colaterais. Porém entre os
desafios/desvantagens ¢ importante saber que até que o farmaco seja eliminado ¢
necessario se isolar da luz tanto da artificial quanto do natural. Além disso, pode causar
edema e algumas vezes obstrugdo das vias respiratorias causada pelo tumor necrético, e
consequentemente, necessidade de remogao do tecido necrosado, dentro de, no maximo,
dois dias apds o tratamento (MEDICATIONS, 2002).

De modo resumido, a partir de um corpo que apresenta tecido tumoral € possivel
aplicar o fotossensibilizador (farmaco sensivel a fotons de luz) e ao incidir na regido de
interesse as células tumorais desse sdao eliminadas. O esquema a seguir mostra as etapas
do procedimento (Figura 1).

Figura 1. Representagdo dos processos envolvidos nas reagdes de

fotossensibilizacao.
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Fonte: (SAVIRA & SUHARSONO, 2013).

Sobre a luz ¢ valido saber que ela interage com determinadas matérias,
podendo ser chamada de onda eletromagnética. Além disso, ¢ importante entender que
dentro de um campo elétrico e/ou magnético existem vibragdes e oscilagdes das ondas, e
cada comprimento de onda alcanga um determinada regido de interesse (OLIVEIRA,
2015). Abaixo ¢ possivel observar os comprimentos e o espectro visivel través da

(Figura 2).

Figura 2. Representacdo do espectro eletromagnético dos diferentes

comprimentos de onda, onde a luz visivel de encontra no intervalo de 400-700nm.
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Fonte: (OLIVEIRA, 2015).
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1.1. Fotossenssibilizadores (FSs)

Fotossensibilizadores sdo moléculas capazes de ingreagir com a luz, e quando ¢
exposto a radiagdo com comprimentos de onda apropriados, sua molécula é excitada,
permitindo que ocorra transferéncias de elétrons e/ou transferéncia de energia, cuja qual
etapa permite a formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs), como oxigénio
singlete ('0,), o anion superéxido (O,™) e o 4nion radical hidroxila (OH’), que sdo
extremamente reativos e citotoxicos (Soukos et al., 1998). O Diagrama de Jablonski
mostra os processos envolvidos nas reagdes de fotossensibilizagdo, em que inicialmente
o FS ao receber luz absorve energia. Em seguida, acontece a emissdo de luz via
fluorescéncia e/ou conversao intersistema do FS no estado excitado singlete formando
FS no estado excitado triplete. Também pode ocorrer a fosforescéncia que ¢ a emissao
de luz a partir do estado excitado do FS no estado tripleto. Finalmente o estado excitado
triplete do FS induz a geracdo de espécies reativas de oxigénio por dois mecanismos: (i)
transferéncia de energia, ou (i1) transferéncia de elétrons (SILVA, 2007). O Diagrama

de Jablonski esta representado a seguir pela Figura 3.

Figura 3. Digrama de Jablonski, representacdo esquematica do processo de

absor¢do até a transferéncia de energia e a transferéncia de elétrons.
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Um fotossensibilizador adequado deve possuir no seu estado excitado um tempo
de vida de longa duragdo, podendo reagir eficientemente tanto com moléculas vizinhas
como com o oxigénio (JORIL 2006). Espécies reativas como oxigénio singlete ('O5)
pode reagir com os aminoacidos, as bases nitrogenadas (RNA e DNA), os lipidios de
cadeia insaturada (ex: colesterol) ja que esses s3ao moléculas ricas em

elétrons(RONSEIN, 2006). O esquema dessa afirmativa estd representado na Figura 4.

Figura 4. Reagdes e alvos do oxigénio singlete.
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Fonte: Adaptado (RONSEIN, 2006).

1.2. Porfirina Tetra-(4-carboxi)fenil porfirina (TCPP)

As porfirinas s3o uma classe de moléculas organicas que possui no seu centro
um espaco apropriado para acomodar um ion metalico que se liga a quatro atomos de
azoto presentes no centro. Além disso ¢ valido dizer que sua estrutura ¢ formada por

heterociclos aromaticos integrado por pontes meso-metinicas. Ademais possuem
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caracteristicas cromoforas devido as ligagdes dupas alternadas presentes na sua
estrutura. Outro ponto importante a ser citada é o comprimento de onda, cujo qual, cada
porfirina apresenta um maior pico em determinado ponto, podendo ser chamado de
bandas, e pode-se afirmar que geralmente a banda de maior pico, ou seja, maior
intensidade (Banda Soret) acontece proximo ao comprimento de onda em torno de
400nm, enquanto que bandas com picos mais baixos, ou seja, intensidades menores
(bandas Q) ocorrem entre os comprimentos de onda de 500 a 650nm (OLIVEIRA,
2015). A Figura 5 ilustra uma estrutura do macrociclo comum entre as porfirinas.

Figura 5. Estrutura geral de uma porfirina.

Fonte: (OLIVEIRA, 2015)

A porfirina utilizada nesse trabalho ¢ a Tetra-(4-carboxi)fenil porfirina que de
forma abreviada ¢ conhecido por (TCPP). A Figura 6 a seguir representa a estrutura

dessa porfirina:

Figura 6. Estrutura da porfirina Tetra-(4-carboxi)fenil porfirina (TCPP).
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Fonte: (CLARKE, 2002).

A partir dessa figura ¢ vélido notar a presenca de ligagdes conjugadas que dao
caracteristicas cromoforas a essa molécula. Vale salientar que apesar do macrociclo
pirrolico da porfirina possuir carater hidrofébico, TCPP possui 4 grupos de acidos
carboxilicos que quando em meio basico encontram-se desprotonados, proporcionando
certo cardter hidrofilico a molécula. Por isso, em pH acima de 7 esse FS comega a
apresentar caracteristicas hidrossolivel (que pode ser dissolvido em agua) devido a

desprotonacao do acido carboxilico (CLARKE, 2002).

1.3. Membranas biologicas

Algumas moléculas sdo ricas em elétrons e interagem bem com oxigénio
singlete ('05), como por exemplo, os lipidios insaturados, os aminoécidos, as bases
nitrogenadas (RNA e DNA), e o colesterol. Tendo em mente esses exemplos, ¢ possivel
imaginar o lipossoma, que ¢ formado por uma bicamada lipidica, pode ser oxidado

durante a fotossensibilizagao.

O lipidio utilizado neste trabalho ¢ a lecitina de soja, e ¢ a partir dessa que se
produz os lipossomas, que sdo pequenas vesiculas formada por pelo menos uma
bicamada concéntrica de fosfolipidio que se organiza espontaneamente em meio aquoso

(RIBAS, 1997). A Figura 7 ¢ capaz de ilustrar essa afirmativa:

18



Figura 7. Representacdo de um sistema mimético da membrana, ou seja, a
estrutura de um lipossoma, onde: A) representa Lipossoma unilamelar contendo
substancias ativas solubilizadas na fase aquosa e na bicamada lipidica; e (B) Corte

transversal de lipossoma unilamelar.

Fonte: (CHORILLI, 2004).

Sendo assim, ¢ possivel correlacionar efeitos nos lipossomos com a membrana
bioldgica, a principal diferenca entre o lipossomo e a membrana plasmatica ¢ a a
membrana possui constituintes, entre eles estdo as proteinas, carboidratos e os

colesterdis. Representado pela Figura 8.

Figura 8. Representa a estrutura de uma membrana biologica e seus

componentes.
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Fonte:https://brasilescola.uol.com.br/o-que-e/biologia/o-que-e-membrana-

plasmatica.htm.
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Sobre o lipossomo, vale citar suas classificacdes, entre elas as vesiculas
multilamelares (MLV) que possuem bicamadas fosfolipidicas concéntricas intercaladas
por compartimentos aquosos (400 a 3500 nm). Além das vesiculas unilamelares grandes
(LUV) formadas por apenas uma bicamada com grande cavidade aquosa (200 a 1000
nm). Também tem as vesiculas unilamelares pequenas (SUV) que sdo apenas uma
bicamada fosfolipidica e um pequeno compartimento aquoso (20 a 50 nm). Outras sdo
as vesiculas oligolamelares pequenas (SOV), as vesiculas oligolamelares grandes
(LOV), e as vesiculas oligolamelares gigantes (GOV) (CASTANHO, 2002). Essa

classificacdo estd representada a seguir pela Figura 9.

Figura 9. Representacdo esquematica dos varios tipos de lipossoma, mostrando
a base da sua classificagdo em termos de tamanho, nimero de lamelas e sua posicao.

Cada linha representa uma bicamada lipidica (lamela).
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Fonte: (CASTANHO, 2002).

1.4. Importancia da interacio fotossensibilizador e membrana

Atualmente, o estudo da associagdo de moléculas de atividade farmacologica
com membranas tem encontrado sua principal aplicacdo no planejamento racional de
medicamentos. A importincia de estudar as propriedades interfaciais entre FS-
membrana, deve-se ao fato de que a interagdo inicial dos farmacos com as células
ocorre devido a sua capacidade de se incorporar € permear membranas, bem como, na
sua habilidade em produzir espécies citotdxicas nas proximidades do microambiente em

que se pretende causar danos (TSUBONE, 2019).
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A interagdo e localizagdo de FSs em membranas biologicas, € consequentemente
a acdo fotossensibilizadora, sdo extremamente dependentes de suas estruturas
moleculares (VILSINSKI, 2015). A hidrofobicidade, a simetria de distribuicdes de
porgdes polares e hidrofobica e os substituintes em torno do macrociclo cromoforico

sdo propriedades estruturais de grande importancia (ENGELMANN, 2007).

Sabendo-se que a interagdo/localizagdo do FS em membranas e células sao
importantes para o dano fotoinduzido, um estudo sistematico da relacdo estrutura-
atividade pode ajudar a melhorar o processo terapéutico. Os sistemas biomiméticos tém
sido extensivamente utilizados para estudar a influéncia da membrana em reacdes
quimicas e bioquimicas e em processos fotoinduzidos. Estes sistemas sdo ferramentas
adequadas para investigar as possiveis alteragdes de equilibrio e propriedades dindmicas

de superficie de maneira controlada (TSUBONE, 2019).

2. Objetivos

2.1.  Objetivo geral

Estudar as caracteristicas espectroscopicas da TCPP e avaliar sua capacidade de
interagir com membranas com o intuito de possibilitar o planejamento racional de novos

farmacos foto-ativos mais eficazes.

2.2.  Objetivos especificos

- Estudar as propriedades espectroscopicas da porfirina em solventes de diferente
polaridade;

- Determinar os coeficientes de absortividade molar (¢) dos compostos em solvente
organico;

- Estudar as propriedades espectroscopicas do FS auto-agregados em misturas
homogéneas dgua/etanol;

- Estimar o grau de interacdo FS-membrana;

- Avaliar o dano em membranas induzido pela foto-oxidacao.

- Avaliar a fotoestabilidade da TCPP em fun¢ao do tempo de irradiagao.

21



3. Metodologia

3.1. Caracterizacao espectroscopica dos FSs em diferentes solventes

A partir de todas as vidrarias ja inicialmente limpas usou-se a micropipeta e
adicionou-se 2mL de metanol em um frasco. Com auxilio de uma espatula inseriu-se
uma pequena quantidade TCPP no frasco e agitou a solug@o até a completa dissolucao.

Com a solucao ja preparada foi possivel avaliar o espectro da absor¢do do FS,
utilizando o espectrometro UV-VIS Ocean Optics. Para isso, primeiramente lavou-se a
cubeta de quartzo com o solvente utilizado, o metanol, ¢ em seguida, colocou-se
metanol na cubeta para fazer a leitura do branco. Depois disso, realizou-se a medida de
absorbancia no intervalo de 300-800 nm da solucao citadas acima.

Repetiu-se 0 mesmo completamente, substituindo o metanol por diferentes
solventes, que foram eles, o etanol, o DMF ¢ o cloroférmio. Depois de realizar todas as
medidas de absorbancia, foi possivel salva-las, e a partir do programa Origin plotou-se
os graficos que indicaram a caracteristica espectroscopica da TCPP em diferentes

solventes.

3.2. Determinacio do coeficiente de absortividade molar (g)

E importante calcular o (g) para descobrir a concentragdo da solugad, para isso
inicialmente pesou-se 1,04 mg da porfirina TCPP e conhecendo a sua massa molecular
calculou-se o numero de mols e posteriormente a sua concentracdo em 25 mL de etanol,

a partir da equacao (1) e (2):

C = 1) e nzﬁ(z)

n
v

Onde C ¢ a concentragdo do composto, n € o nimero de mols, V € o volume da
solucdo, m ¢ a massa pesada e MM corresponde a massa molar da molécula.

Sabendo-se a concentracdo da solucdo estoque, realizou-se véarias diluicdes de
modo a preparar solu¢des de FS com concentragdes conhecidas, por meio da equagao
(3):

Ci.Vi = Cf.Vf‘ (3)

Onde Ci ¢ a concentracao inicial, Vi € o volume inicial, C¢ € a concentragao final

e 0 Vré o volume final.

22



Em seguida, foram registrados os espectros de absor¢do eletronica no intervalo
de 300-800nm do composto estudado em diferentes concentragdes, permitindo a
construcdo de curvas de concentragdo do FS versus absortividade, no comprimento de
onda maximo (Ansx) de cada banda, e determinado os valores de coeficiente de

absortividade molar (¢) através da Lei de Lambert-Beer, equagao (4):
Abs=¢e.b.c (4)

Onde Abs ¢ o valor de absorbancia, ¢ a absortividade molar do composto no
comprimento de onda maximo (Ami), b o caminho 6tico da cubeta (1,0cm) e ¢ a

concentracdo do composto.

3.3. Estudo de agregacao dos FSs em misturas homogéneas agua/etanol

A partir de uma solucdo estoque de TCPP em etanol ja preparada anteriormente
com concentracdo conhecida, inseriu-se 200uL dessa solugdo na cubeta, e em seguida
adicionou-se 1800uL de metanol a cubeta, pois € o solvente utilizada na TCPP com
valor de coeficiente de absortividade molar (¢) conhecido e realizado
experimentalmente. Com tudo isso pronto mediu-se a absortividade molar. As medidas
variando-se a porcentagem agua/solvente foram realizadas no espectrometro UV-VIS
Ocean Optics e para isso iniciou-se com 100% do solvente e calculou-se a quantidade
de solvente puro, a quantidade de solvente com a porfirina e a quantidade de agua a ser
utilizada em cada aferi¢do. A Tabela 1, a seguir mostra os volumes utilizados segundo

os calculos:

Tabela 1. Valores dos volumes de cada solvente adicionado na solucao total.

Amostra | Volume FS em | Volume etanol puro Volume agua Volume total

etanol (uL) (nL) destilada (puL) (pL)
1 70 1930 0 2000
2 70 1730 200 2000
3 70 1530 400 2000
4 70 1330 600 2000
5 70 1130 800 2000
6 70 930 1000 2000
7 70 730 1200 2000
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8 70 530 1400 2000

9 70 330 1600 2000
10 70 130 1800 2000
11 70 0 1930 2000

Em resumo, as porcentagens do volume de 4gua em etanol foram: 0 a 100%.
Importante mencionar que a concentragio do FS 2x10°® mol/L foi mantida fixa em todas
as % HyO/etanol, para garantir uma analise correta das mudangas espectrais decorrentes
de formacgdo de espécies auto-agregadas e identificar uma regido na qual o processo de

auto-agregagao se inicia.

3.4. Ligacao dos FS em vesiculas de lipossomos (Lecitina de Soja)

Medidas diretas de particdo FS-membrana foram realizadas nos experimentos de
ligacdo dos FSs em suspensdes de vesiculas lipidicas (ENGELMANN, 2007). Para isso,
foram dissolvidos 30mg de lecitina de soja em cloroformio, que foi evaporado em fluxo
de argonio formando um filme na parede do tubo de ensaio. Foram adicionados 2 mL da
solugdo tampao Tris 5 mM (pH 7,4) e o sistema foi agitado vigorosamente utilizando
um agitador e/ou ultrassom até que todo filme se desgrudasse do vidro. A suspensao de
lipossomos foi centrifugada por 10 minutos a 13500 rpm e o sobrenadante contendo
vesiculas menores foi descartado. O precipitado foi ressuspenso em 1,0 mL da solugdo
tampao. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes para garantir somente
vesiculas multilamelares (MLVs) em suspensao.

Preparou-se a solu¢do da TCPP em tampao Tris SmM (pH 7,4) de modo que a
concentragdo final dos mesmos fosse 5 M. As solugdes de FS em Tris (pH 7,4) foram
incubadas com as suspensdes de lipossomos (MLVs), previamente preparadas, por
60 minutos. Apds este tempo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
13500 rpm, no qual as vesiculas decantaram juntamente com os FS que foram
incorporados. O sobrenadante e o precipitado foram separados, o precipitado foi
ressuspendido no mesmo volume de tampao. Para garantir a auséncia de agregados na
solucdo, adicionou-se mais 1mL de 1% (v/v) Triton X-100 na solugdo precipitada e na
solucdo do sobrenadante. Por fim, realizou-se as medidas do espectro de absorcao do

precipitado e do sobrenadante no espectrometro UV-VIS Ocean Optics.
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A partir dos espectros obtidos, foi possivel calcular a porcentagem (P) de ligacao

dos FSs em lipossomos de lecitina de soja, pela seguinte equagdo (5):

ABS
P=100%———F — (5)
ABSs+ABSp

Onde P ¢ a porcentagem de ligagdo dos FSs em lipossomos, ABSp e ABSs sao
valores de absorbancias obtidas no comprimento de onda méxima (Ansx) para o

precipitado e para o sobrenadante, respectivamente.

3.5. Avaliacdo do dano em membrana via carboxifluoresceina

Para avaliar o dano que os FSs podem causar nos lipossomos sob irradiacao,
utilizou-se um método que consiste em encapsular uma sonda fluorescente (no caso,
carboxifluoresceina) no lipossomo, de tal forma que a medida que a bicamada lipidica ¢
danificada, observa-se um aumento da intensidade de fluorescéncia da sonda
autosuprimida dentro das vesiculas, quando as mesmas sao liberadas para o exterior da
vesicula (BACELLAR, 2014). Para isso, dissolveu-se 30mg de lecitina de soja em
cloroféormio e retirou-se o solvente sob fluxo de argdénio até que houvesse a formacao de
um filme. Este filme foi hidratado com 1 mL da solugdo da sonda fluorescente (50mM
carboxifluoresceina em 10mM tampao Tris pH 8,1) para se obter a suspensdo de
vesiculas de lipossomos contendo carboxifluoresceina (CF) dentro e fora da vesicula.
Tais lipossomos foram injetados em uma coluna cromatografica de Sephadex G-50, a
fim de separar as moléculas de CF que ndo foram encapsuladas (que ficaram fora das
vesiculas) dos lipossomos contendo CF dentro da vesicula. Nesta cromatografia de
exclusdo do tamanho, as moléculas/estruturas maiores tendem a migrar mais
rapidamente que as menores, pois elas ndo conseguem penetrar no interior dos poros da
resina, sendo assim eluem diretamente pela coluna. A fragdo contendo os lipossomos
com a sonda fluorescente no compartimento interno foi identificada visualmente e
recolhida em um eppendorf. Importante salientar que a fase movel da coluna foi 10 mM
tampao Tris (pH 8,1) contendo 300 mM NaCl. Essa quantidade de sal (NaCl) ¢
necessaria para que a forga ionica e osmolaridade dentro e fora das vesiculas sejam
idénticas. Isto é, 50mM carboxifluoresceina em tampao Tris 10 mM (pH 8,1) no

compartimento interno da vesicula, e uma solucdo de 300 mM cloreto de s6dio em
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tampao Tris 10mM (pH 8,1) no compartimento externo dos lipossomos (BACELLAR,
2014).

Coletado as amostras de lipossomos contendo CF apenas dentro das vesiculas, as
mesmas foram diluidas em tampdo Tris e incubadas com FS (15 uM) de interesse.
Nessa etapa usou-se uma placa no qual metade foi coberta com aluminio para ocorrer
isolamento da luz, aplicou-se a mesma solugdo na parte coberta e na parte aberta da
placa. Em seguida submeteu-se a placa a irradiagdo de luz verde (Figura 10) em
determinados intervalos de tempo, e na Ultima medida aplicou-se 10% da solucdo de
Triton X-100, e mediu-se a emissao de fluorescéncia.
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Figura 10. Espectro de emissdo da luz do LED verde sobreposto ao espectro de

absorc¢ao da TCPP. Fonte: propria autora.

Para o calculo da porcentagem do dano em lipossomos causado pela foto-

oxidagdo utilizar a equacao (6):

P =100% Irinal — linicial ©)

t— linicial
Onde P ¢ a porcentagem do dano na membrana, lisicia € a intensidade de emissao inicial
da carboxifluoresceina (CF), I; ¢ a intensidade apos a adi¢do de 10% (v/v) Triton X-100

e Ifina € a intensidade ap6s determinado tempo de irradiacdo em minutos.

3.6. Estudo da fotoestabilidade ou fotodegradacio dos compostos em metanol via
UV-vis
A porfirina TCPP foi irradiada de 5 em 5 minutos num intervalo de 0 a 150

minutos com led verde com comprimento de onda de 522 nm (Figura 10). Preparou-se
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uma solucao contendo metanol e FS, mantendo em agitacdo constante, e durante o
intervalo de irradiagdo foi medido o espectro de absor¢do a cada 5 minutos (CORREA,

2006).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao espectroscopica dos FSs em diferentes solventes

Inicialmente investigou-se os possiveis solventes nos quais os FSs poderiam ser
dissolvidos para a sua caracterizacdo espectroscopica. Os solventes utilizados foram
cloroformio, DMF, etanol e metanol e possuem de diferentes graus de polaridade.
Geralmente, a constante dielétrica do solvente fornece uma medida aproximada da
polaridade de um solvente. Solventes com uma constante dielétrica (€) inferior a 15 sao
geralmente considerados nao polares (MARTINS, 2013), que ¢ o caso do cloroférmio (g
= 4,81) utilizado neste estudo. Os outros solventes utilizados neste estudo (DMF, etanol
e metanol) sdo classificados como solventes polares, sendo o DMF um solvente polar
aprotico e o etanol e metanol sdo solventes polar proticos (Figura 11).

Figura 11. Espectro de absorcdo eletronica da TCPP nos solventes (metanol,
etanol, cloroformio e DMF) de diferente polaridade.
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Fonte: propria autora.

Inicialmente € valido analisar as propriedades de cada solvente que foi utilizado.
De modo geral, solventes préticos sdo aquele que apresentam ligacdes de hidrogénio
(existem excegdes). Ao contrario disso os solventes aproticos ndo atuam como doadores
de hidrogénio, e sdo subdividos em aprotico dipolar que apresentam alta permissividade
relativa ( &> 15) e altos momentos de dipolo ( p > 8.3 x 10-*° C.m = 2.5 D), onde C.m

representa a unidade coulomb-metro, e D a unidade Debye (D= 3,33 x 10 °) o aprético
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apolar que possui baixa permissividade relativa (g, < 15), e baixo momento de dipolo (
1 <8.3x107"C.m=2.5D) (REICHARDT, 2003).

Dessa forma, o metanol e o etanol possuem caracteristicas de solventes polares
préticos, enquanto que o (DMF) atua como um polar aprotico. J& o cloroformio
apresenta propriedades fisico-quimicas distintas do DMF e 4lcoois, pois possui
caracteristicas apolares. O pardgrafo a seguir apresenta os valores de permissividade em
ordem indo de solventes apolares até o mais polar.

Na Figura 11, observa-se que os solventes mais adequados para dissolver TCPP
sao etanol e metanol, pois os respectivos espectros apresentaram bandas caracteristicas
do composto na forma monomérica (TSUBONE, 2014), apresentando as bandas bem
definidas e caracteristicas de porfirinas: Soret (B) e 4 bandas Q (QIV, QIII, QII, QI),
respectivamente em 416, 512, 548, 587 e 644 nm. O espectro de absorbancia da TCPP
em DMF, também apresentou bandas caracteristicas de porfirinas (Soret e 4 bandas Q),
entretanto com um aumento da linha base, o que sugere presenga de formas agregadas
da porfirina. O espectro da TCPP em cloroférmio mostra que a molécula é praticamente

insoluvel em neste solvente, apresentando-se precipitada visualmente.

4.2. Determinacio do coeficiente de absortividade molar de cada FS

O coeficiente de absortividade molar (g) € caraterizado pela capacidade que um
mol de determinada substancia consegue absorver luz em determinado comprimento de
onda (1). E uma propriedade intrinseca de cada FS que pode ser obtido através de seu
espectro de absorcdo, sendo estimado por dois parametros: a posicdo de absor¢do
maxima (Amax) € 0 coeficiente de absortividade molar (g), calculado em geral, nos Anysx.
Sendo assim, a relagdo entre €, a concentracao da amostra (¢) € o caminho 6tico (1) do
meio de absor¢do caracteriza-se pela lei de Lambert-Beer (LIMA, 2013). Portanto, o
coeficiente de absor¢dao molar (¢) da TCPP em etanol pode ser estimado através da lei
de Lambert-Beer para os comprimentos de onda da banda Soret (416 nm) e bandas Q
(512, 548, 587 e 644 nm), através do grafico de absorbancia versus concentragdo do
composto, obtidos através da dilui¢do de uma solugdo estoque inicial. Abaixo estdo
apresentados os espectros de absorcdo eletronica da TCPP em etanol em diferentes

concentragdes (Figural2A) e a sua curva de regressao linear (Figura 12B).
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Figura 12. (A) Espectros de absor¢do eletronica da TCPP em etanol em diferentes
concentragdes. (B) Representagdo grafica dos valores de absorbancia em fungdo da
concentragdo de TCPP, no comprimento de onda maximo da banda Soret (416 nm).

Fonte da propria autora.

Em seguida também foram plotados graficos em outros comprimentos de onda
maximo, referente as 4 bandas Q (QIV, QIIL, QII, QI). Os graficos descritos estdo

representados na Figura 13 a seguir:

Figura 13. Representagdo grafica dos valores de absorbancia em funcdo da
concentragdo de TCPP, nos comprimentos de onda méximo das bandas Q (512, 548,

587 e 644 nm).
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Fonte da propria autora.

As curvas de regressdo linear (Figura 3) apresentaram um coeficiente de
regressao linear (r* = 0,99) que atesta a 6tima correlacdo dos pontos experimentais com
a curva calculada. A linearidade das retas sugere que nestas condigdes experimentais,
ndo se observa a agregacdo da TCPP, ou seja, encontra-se em estado monomérico,
quando uma unica molécula est4 solvatada no solvente.

Em seguida montou-se uma tabela com os valores do coeficiente de
absortividade molar (¢) e seus respectivos comprimentos de onda em que as

absorbancias foram maximas, representados pela (Tabela 2) a seguir.

Tabela 2. Valores dos coeficientes de absortividade molar (g) nos maximos de absor¢ao

(Amax) da TCPP em etanol. Fonte: propria autora.

Composto Amax (nm) g (10° mol.L".cm™)
416 304
512 24
TCPP 548 14
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587 11

644 78

O valor do coeficiente de absortividade molar conhecido na literatura com o
solvente metanol é £ =4.8 x 10° L/mol.cm para o comprimento de onda em 416nm, em
meio neutro (CLARKE, 2002). E como o resultado obtido pelo grafico diz que o valor
do coeficiente de absortividade molar (¢) da TCPP em etanol foi de 3,04 x 10°
L/mol.cm quer dizer que o resultado obtido ¢ relativamente proximo ao da literatura
(BRAGA, 2014). E considerando que quanto maior o coeficiente de absortividade molar
melhor ¢ a interacdo do FS com o solvente, quer dizer que a interagdo entre a porfirina

TCPP e o solvente etanol nesse ensaio foi relativamente significativa.

4.3. Estudo de agregacido da TCPP em misturas homogéneas dgua/etanol

Nesta etapa do projeto, buscou-se obter informagdes sobre as propriedades
espectroscopicas dos auto-agregados e em que condigdes fisico-quimicas eles se
manifestam. E conhecido que o efeito de auto-agregagdo influencia nas propriedades
espectroscopicas de porfirinas, bem como na sua eficiéncia fotodinamica. Por isso, o
efeito de agua e sobre o processo de auto-agregacao da TCPP foi estudada a principio
utilizando o etanol, de modo que as misturas entre agua e etanol foram preparadas em
termos de propor¢dao volume/volume (v/v) variando de 0 a 100% para concentracdo
fixa de FS. A Figura 14 apresenta os espectros de absor¢do em diferentes proporgoes

agua/solvente (v/v) para TCPP.

Figura 14. Espectros de absor¢dao da TCPP em diferentes proporgdes de

aguas/solvente.
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A partir do grafico da Figura 14 referente a TCPP, observa-se que a adi¢do de
dgua induz o decréscimo de banda Soret com deslocamento batocromico que ¢
caracteristico de um processo de auto-agregacao da molécula nesse sistema.

De maneira a visualizar melhor estes resultados, na Figura 15 ¢ apresentado o
grafico da variagdo do médximo de absor¢cdo em dois comprimentos de onda (A= 416 e
435 nm) para a TCPP.

Figura 15. Variagdo do méximo de absor¢do variando a % dagua/solvente

organica para TCPP em dois comprimentos de onda (A= 416 e 435 nm).
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Fonte: propria autora.

Nota-se que a partir de 50% de agua o espectro de TCPP comega a apresentar
drasticas alteracdes, caracterizadas principalmente pelo desaparecimento da banda Soret

(416nm) e a formagao de uma banda em 435nm. Dessa forma, podemos estimar que em
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55% ¢ a regido onde se inicia o processo de auto-agregacdo, denominada “Porcentagem

pré-agregacional critica — PAC” da TCPP (TSUBONE, 2014).

4.4. Ligacao do FS em vesiculas de lipossomos (Lecitina de Soja)

Depois de conhecer as caracteristicas espectrais e fotofisicas dos compostos, o
foco do trabalho foi direcionado para o estudo da interacdo dos FSs em membranas
mimetizadas por lipossomos. O coeficiente de particdo ¢ um bom pardmetro para
predizer a tendéncia de um composto interagir com as membranas biologicas das
células. Essa medida informa sobre distribuicdo dos FSs em um sistema de fase
lipofilica/hidrofilica, e indica sua capacidade de penetrar sistemas biologicos

heterogéneo (ENGELMANN, 2007).

A particdo em biomembranas ¢ particularmente relevante porque muitas
moléculas tém funcgdes alvo diretamente nas membranas bioldgicas. Além disso, a
particdo sempre coexiste com a ligacdo a membrana receptores e transportadores. O
sistema bifasico octanol/agua foi tradicionalmente usado para avaliar coeficientes de
particdo, que posteriormente foram entdo extrapolados para sistemas de
biomembrana/fase aquosa (SANTOS, 2003). Por isso, o grau de interagdo entre FS e

membranas foi estimado utilizando bicamadas de fosfolipidios sintéticas (lipossomos).

No experimento, foram preparados lipossomos de lecitina de soja e os mesmos
incubados com FS por 1 hora. Em seguida houve a separa¢do do precipitado e do
sobrenadante, no qual os espectros de absorbancia dos FSs no sobrenadante e na fracdo

lipidica ressuspendida com tampao Tris foram registrados (Figura 16).

Figura 16. Espectros de absorbancias da TCPP no sobrenadante e na fragao

lipidica ressuspendida. O experimento foi realizado em triplicata.
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A partir dos dados obtidos e apresentados na Figura 16 foi possivel calcular o

valor de porcentagem de ligacdo do FS em membrana (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de porcentagem de ligagdo dos FSs em lipossomos de lecitina de

soja. Fonte: propria autora.

FS % de ligacio em membrana

TCPP 513 +0,03

Os dados obtidos mostram para a porfirina TCPP, os quatro 4 4&cidos
carboxilicos em pH neutro conferem certa hidrofilicidade a molécula de porfirina,

dificultando a interagdo desta com membranas.

4.5. Avaliacao do dano em membrana via carboxifluoresceina (CF)

Para avaliar a cinética do FS em causar um dano oxidativo nos lipossomos sob
irradiagdo, utilizou-se um método que consiste em encapsular carboxifluoresceina
(sonda fluorescente) no lipossomo. O método ¢ baseado na CF auto-suprimida no
compartimento interno da vesicula. Apds a lesdo, a CF vaza para o compartimento
externo da vesicula, aumentando a intensidade de emissdao de fluorescéncia que ¢

monitorada em funcdo do tempo de irradiagdo. Sendo assim, monitorou-se a
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fluorescéncia da CF em func¢do do tempo de irradiagdo ou de interagdo lipossomo-FS

(no escuro) — Figura 17.

Figura 17. Espectros de emissdo da CF nas amostras sob presenca de TCPP em

luz e no escuro em determinados intervalos de tempo.
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A partir dos graficos da Figura 17 foi possivel plotar graficos em que o

comprimento de onda apresentou intensidade de emissdo maxima versus o tempo de
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irradiagdo. As linhas bases sdo referentes as amostras em escuro e a outra irradiada

apresentados na Figura 18.

Figura 18. Variagdo da intensidade de emissao da CF em fun¢dao do tempo
(minutos) de exposi¢cdo de lipossomos da TCPP (15 uM) em tampao Tris (pH 8,1) na

auséncia (escuro) ou presenga (irradiado) de luz (verde Ayax = 522nm).
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Fonte: propria autora.

Com os dados representados pelos graficos ¢ possivel notar que intensidade de
luz emitida pela CF esta semelhante para as amostras irradiadas e para as amostras em
escuro. Isso pode ter ocorrido devido a baixa concentracdo do FS, pequena interagdo

FS-membrana (= 5%) e baixa poténcia da fonte de Luz utilizada durante a irradiagao.

A partir dos dados desse grafico Figura 18 foi possivel realizar o calculo da
porcentagem de dano em membrana (Equagdo 6) e plotar um grafico de porcentagem de
dano em membrana e fun¢@o do tempo de irradiagdo separados em amostras irradiadas e

amostras em escuros (Figura 19).

Figura 19. Porcentagem de dano em membrana em fung¢do do tempo (minutos)
de exposi¢do de lipossomos aos FSs (15 pM) em tampao Tris (pH 8,1) na auséncia

(escuro) ou presenga (irradiado) de luz (verde Amsx = 522nm).
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Analisando os graficos a porfirina TCPP apresentou valores negativos de
porcentagem o que ndo existe e pode ser devido algum erro experimental. Logo algumas
condicdes experimentais desse ensaio devem ser ajustadas repetir o experimento e
analisar se as amostras irradiadas realmente sofrem maior dano em membrana em

relag@o as amostras em escuro.

4.6. Estudo da fotoestabilidade ou fotodegra¢io os compostos em metanol via UV-
vis
Avaliou-se se o FS ¢ estavel ou instavel frente 4 luz, monitorando o espectro de

absor¢ao em func¢do do tempo de irradiacdo da TCPP com LED verde, apresentado na
Figura 20. A partir dos espectros de absorbancia obtidos, foi possivel plotar um grafico
da absorbancia versus o comprimento de onda, e outro da absorbanciao no comprimento
de onda maximo A=416nm, ou seja, a banda Soret versus o tempo em minutos para

verificar se houve fotodegracao (Figura 20).

Figura 20. (A) Espectros de absor¢ao da porfirina TCPP (35uM) da absorbancia nos
diversos intervalos de tempo de irradiagdo monitorada. (B) grafico da absorbancia em
Amsx—=416nm em funcdo do tempo (minutos). Fonte de irradiacdo: LED Verde A,;,=522nm,

poténcia 2,26mW posicionado a 0,1cm de distancia da amostra.
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Conforme apresentado na Figura 20, foi possivel observar que a irradiagdo
constante com Led verde (522nm #+ 10nm) ndo causou a diminui¢do na banda Soret
A=416nm, e nas bandas Q. Isso mostra que sob essas condi¢gdes (poténcia 2,26mW
posicionado a 0,1cm de distancia da amostra) e tempo de irradiagdo monitorados, a

TCPP ¢ estavel frente a luz.
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5. Conclusio

Neste trabalho, foi possivel realizar a caracterizagdo espectroscopica dos FSs em
solventes com diferentes polaridades, o estudo de auto-agregacao dos FSs em diferentes
porcentagens de dgua, o grau de interacdo FS-membrana, e sua capacidade de causar
danos foto-oxidativos em lipossomos.

Primeiramente, observou-se que a solubilidade dos FSs ¢ dependente da
polaridade do solvente, de tal forma que o aumento da polaridade do solvente aumenta a
solubilidade dos FSs. Além disso, a molécula TCPP apresenta-se no estado monomérico
em solugdo etandlica, e por isso foi o solvente utilizado para a realizagdo do estudo
agua/etanol. Apesar de TCPP ser soluvel em solventes polares, observou-se espectros de
absorcdo caracteristicos de agregados quando em solug@o aquosa. A partir dos estudos
de auto-agregacdo da TCPP em misturas dgua/etanol, estimou-se que a “Porcentagem
Agregacional Critica— PAC” em cerca de 55% éagua.

Depois de conhecer as caracteristicas espectrais e fotofisicas dos compostos,
avaliou-se a interagdo do FS com membranas, utilizando bicamadas de fosfolipidios
sintéticas (lipossomos). Os dados indicaram que a TCPP possui fraca interacdo com a
membrana. Além disso, experimento para avaliar a cinética de dano oxidativo em
membranas mostrou que a TCPP apresentou valores negativos de porcentagem,
resultado que pode refletir a baixa interagdo desta molécula com bicamada lipidica.
Entretanto, melhores condi¢des experimentais precisam ser readaptadas para melhor
avaliagdo. Por fim, notou-se que TCPP ¢ uma molécula foto-estavel sob as condi¢des de

tempo e irradiagdo utilizadas neste trabalho.
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