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INTRODUCAO

Porfirinas sdo moléculas de origem natural ou S@ate de coloracdo forte, que
apresentam estrutura quimica formada por um anaiatialico aromatico composto de
quatro residuos do tipo pirrol, ligado a um grupetah em transicdo, o qual €
diretamente responsavel pelo seu comportamento FK12000; KOOLMAN, 2005;
MONTANARI, 1998). Suas propriedades cataliticasnpgym com que tenham uma
vasta aplicacdo que partem da terapia anti-tunetdéalo tratamento de residuos em
efluentes. A capacidade antitumoral de diferentegaloporfirinas costuma estar
associada ao seu potencial de gerar oxigénio sengleando submetidas a irradiacao, o
que explica sua associacdo ao processo de tempdindmica anti-neoplasica. Além
disso, porfirinas baseadas em ferro e manganésitséias como agentes em potencial
no combate ao cancer, principalmente de pele, mo féo-melanoma, sendo muitas
delas utilizadas como fotossensibilizadores. Ofdtor atrativo se da pelo fato destas
serem absorvidas cerca de 20 vezes mais por c@masais do que por células sadias,
além da capacidade de gerar espécies reativas igénmx que em contato com a
membrana da célula cancerosa promovem danos lokhgue podem ir da alteracdo
ou perda da funcdo celular, até sua morte, o gumreocmais frequentemente
(PIVETTA, 2000). Dentre as porfirinas contendo derexistem vérios trabalhos
envolvendo a classe das meso-tetrakis porfirinag ¥em sendo empregadas em
diferentes estudos envolvendo atividade catalitempia fotodindmica dentre outros
fatores. Com base nos dados apresentados naulitgrdbrna-se interessante nao
somente a investigagao dos efeitos destas molésoibas linhagens celulares normais e
tumorais como também o estudo destes sobre enzmasdvidas no processo de
metastase como a catepsina B, bem como sua atvadiinicrobiana.

OBJETIVOS

Investigar o potencial oxidante e catalitico dagfipoas FeTDC(S@Na’ )PP e

MnTDC(SQyNa" )PP frente a sistemas-modelo de membrana, sulssteaimaticos,

peroxidos e aldeidos e seu efeito sobre célulamaisrem cultura e cepas bacterianas.

METODOLOGIA

Para estudos da atividade catalitica das porfifi@aeadas em ferro e manganés foram
empregadas leituras espectrofotométricas no UVpasa verificacdo de mudancas
espectrais na presenca e auséncia de peroxiddsidaa.



No estudo de inibicAo da atividade enzimatica forampregadas medidas por
espectrofluorimetria a 3C (espectrofluorimetréditachi F-2500). Utilizou-se tampé&o
acetato de sodio 100mM, EDTA 5mM, pH 5,5 em espéatrrimetroHitachi F-2500,

a 37°C, adicionou-se |1L da enzima catepsina B e 5 mM de DTT para efeitiaacao
da mesma. Em seguida foi adicionado o substratodtjenicaZ-FR-MCA de modo que
este apresentasse concentracdo de ]18yllAa cubeta, atingindo a velocidade maxima
da reacdo, para o monitoramento da atividade etizem& osteriormente adicionou-se
concentracdes crescentes de inibidor até a egtatdilb no decaimento da atividade. As
amostras foram submetidas ao comprimento de ondexd#acdo de 360 nm e o
produto da hidrélise foi mensurado em comprimerdgcodda de emissao de 480 nm.
Com os dados coletados, foram calculados os valbgeks, utilizando osoftware
Grafit, versao 5.0. Os compostos porfirinicos forsubbmetidos aos ensaios cinéticos
para determinacdo do mecanismo de acdo e consequetie obtencdo dos valores de
Ki. O mecanismo com que estes compostos atuam ipiandatepsina B p6de ser
analisado através do método de Michaelis Mentex lgrceweaver-Burk.

Para a avaliacdo do potencial lipoperoxidativo dass formas de porfirina foi
construido sistema biomimético de membrana (lippsso de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e cardiolipina) e este expastdiferentes concentracdes de cada
uma delas. O efeito oxidativo foi medido pela qifmaicdo de malondialdeido
empregando analise espectroscopica segundo Bauest.e

Para estudo dos efeitos de cada composto poréirsobre células foram empregadas
culturas de célula de musculo liso de aorta dehcoem meio DMEN suplementado
que, expostas as diferentes porfirinas tiveram abiNdade celular mensurada por
método de exclusdo de Azul de Tripan.

Na avaliacdo do potencial antimicrobiano dos congsosmpregaram-se as bactérias
Escherichia coli, Saphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, que, devidamente
isoladas e semeadas em meios seletivos foram éra@sferidas para meio de de
Mueller Hinton onde adicionaram-se discos de pajeelfiltro embebidos com os
compostos porfirinicos nas concentracdes gdlle 10QuM, com verificacdo apés 24
horas de incubacéo a’87da formacéo de halo inibitdrio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As porfirinas baseadas em ferro e manganés apaesentdiferente comportamento
frente a peroxidos e aldeidos, sendo a primeirazcae sofrer oxidacdo e reducao
respectivamente na sua presenca. Em contrapaatitlaas apresentaram a capacidade
de inibir catepsina B. Observou-se que a concdidragecessaria para reduzir a
atividade desta em 50 % @g variou entre 1,43 nM e 1,95 nM para os compoatos
base de manganés e ferro, respectivamente. Vistagporfirinas de ferro e manganés
testadas possuem grande quantidade de anéis arasnéf estrutura, realizaram-se
ensaios para confirmar se os resultados observeelaievem de fato a inibicdo da
Catepsina B ou se poderiam ser um evento assoatadfeito desses anéis na supressao
da fluorescéncia. Foi observado que a supressflaatescéncia nas concentracdes de
porfirina testadas é insignificante face ao pertanbservado como agentes inibitorios
da Catepsina B. Na avaliacdo dos mecanismos digénilfoi constatado que tanto a
porfirina baseada em ferro quanto a em manganéseagam a mesma afinidade tanto
pela enzima livre quanto com o complexo biomolecls (enzima-substrato),
estabelecendo dessa formel, o que define que este composto atua como Widari
nao-competitivo linear simples.

Além da interessante atividade inibitoria sobreegsina B, as porfirinas testadas
quando sobre células em cultura demonstraram ditsecdes. A porfirina baseada em



ferro promoveu a morte celular, enquanto que adokasem manganés ndo demonstrou
efeitos deletérios as células. Isso demonstra gfgipas de mesma estrutura, mas com
diferentes metais em sua estrutura, podem ter yoal gantrario, sendo este metal um
modulador de suas ac¢fes. Paralelamente ao queb$ervado para as ceélulas em
cultura, o efeito lipoperoxidativo das porfirina®bse sistema biomimético de
membrana mitocondrial também foi distinto entresela porfirina baseada em ferro
gerou danos aos lipidios do lipossomo construideteatado pelo aumento na
concentracdo de malondialdeido na solugdo, enqugueoa porfirina baseada em
manganés promoveu protecdo a oxidacdo espontassasdmesmos lipidios, porém
nao foi capaz de protegé-los da oxidacdo induzidaylfato ferroso.

De modo similar, a porfirina baseada em ferro destron discreta atividade bactericida
sobre os microorganismos testados quando na mammentracdo testada (1QO/),
enquanto que a de manganés ndo apresentou estdaddivem nenhuma das
concentracgdes testadas.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir deste estudo pemttmfirmar a importancia do metal
na estrutura porfirinica como um modulador de spespriedades e aplicagdes.
Enquanto a porfirina baseada em ferro apresentangiat pro-oxidante frente a
sistemas biomiméticos de membrana e capacidade-éxiilitora frente a peréxidos e
aldeidos, a porfirina de mesma estrutura geralnpdrg&seada em manganés atua como
antioxidante em sistema lipossomal e ndo respoigtgfisativamente a acdo de
peroxidos e aldeidos. Enquanto a porfirina de fprionove danos e morte celular in
vitro, a porfirina de manganés ndo promove nenhesseb efeitos. O mesmo acontece
sobre microorganismos, conferindo potencial antiotiiano a porfirina de ferro e ndo a
de manganés. Particularmente com relacdo ao empiegfas duas porfirinas como
possiveis inibidores de catepsina B, os resultémiasn promissores para ambos, tanto
qualitativamente em seu poder inibidor quanto dtaivamente, no baixissimo valor
de IG encontrados, valor este que demonstra que pegimass quantidades desses
compostos exercem alto poder de inibicdo destamena&nvolvida em processos
metastaticos tumorais. Este estudo, em particséag, ampliado ja que € importante sua
aplicacdo farmacologica para o desenvolvimento deas drogas com potencial
antimetastatico.
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