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INTRODUCAO

As porfirinas sdo definidas como uma grande classe de moléculas purpuras ou
fortemente coradas de origem natural ou sintética, constituindo-se de macrociclos
tetrapirrolicos que se ligam a um metal de transicdo como Manganés, Zinco e Ferro os
quais modulam suas propriedades". Essas moléculas exercem papel importante em
diferentes sistemas bioldgicos e tém varias aplicacdes ja demonstradas em areas que vao
do controle do cancer a degradagio de compostos fendlicos em efluentes ®.Uma das
mais importantes aplicagdes das porfirinas e metaloporfirinas se da na medicina.
Derivados porfirinicos tém sido empregados como fotossensibilizadores na Terapia
Fotodinamica (TFD) devido a propriedades como alta fotossensibilizagado, alta afinidade
por tecidos tumorais e toxicidade relativamente baixa ®). Estudos realizados utilizando
porfirinas contendo ions de zinco e ferro revelam que estes fotossensibilizadores atuam
gerando oxigénio singlete na presenga de luz e causando danos ao DNA. A presenga de
zinco promove uma forte associa¢ao da porfirina ao DNA via interagdes coordenativas e
eletrostaticas com os grupos fosfatos . Quando submetidas ao processo de foto-
excitacdo as moléculas de porfirina geram radicais livres que promovem danos
bioldgicos que podem ir da alteracdo ou perda da estrutura e fungdo celular até a sua
morte @. Tendo em vista os potenciais pros-oxidantes das metaloporfirinas que
promovem a oxidacdo de membranas biologicas, existem estudos que descrevem que
estes compostos possuem potencial antimicrobiano, sendo utilizados na Terapia
fotodindmica antimicrobiana como fotossensibilizadores capazes de alterar a
permeabilidade da parede bacteriana em micro-organismos que apresentam resisténcia a
antimicrobianos convencionais. Esse processo consiste no dano a membrana celular
externa que permite que o fotossensibilizador se incorpore a membrana citoplasmatica,
onde a agdo fotodindmica é eficaz ©).

OBJETIVO

Testar o potencial antimicrobiano da porfirina ZnTDC(SO3Na")PP e de suas similares
baseadas em ferro e manganés sobre micro-organismos de microbiota normal e
patogénica, na presenga e na auséncia de estimulo de geracdo de radicais livres por
irradiacdo luminosa (luz branca e luz ultra-violeta) e seu efeito sobre células aderentes
em cultura.



METODOLOGIA

Para realizacdo dos testes de potencial antimicrobiano foram utilizadas as porfirinas de
zinco em concentragdes crescentes (10, 25, 50 e 100 uM) preparadas em solugdo
tampao fosfato de sodio 5 mM pH 7,4. Para efeito controle, utilizaram-se as porfirinas
de ferro e manganés a 100 uM, preparadas na mesma solugdo tampao. Estes compostos
porfirinicos foram submetidos a estudos de atividade antimicrobiana em meio so6lido
Agar Mueller Hinton e meio liquido TSA. As solugdes foram incorporadas a discos de
difusdo previamente autoclavados a temperatura de 121°C por 20 minutos e
posteriormente tratados com 50 pl de cada um dos compostos porfirinicos, € com
antibioticos seletivos. Foi realizado o teste de discos de difusdo modificada (BAUER et
al., 1966) no meio sé6lido Agar Mueller Hinton em trés condi¢des de luz: na auséncia
de irradiagdo luminosa, sob ilumina¢ao natural com luz branca e incidéncia direta de luz
ultravioleta em comprimento de onda 354 nm. Nos testes sob presenga de irradiagdo
luminosa os discos de difusdo foram submetidos a exposi¢do prévia a fonte de luz
especificas (branca ou UV) por 30 minutos e posteriormente colocados sobre o agar
solido. As placas semeadas e contendo os discos especificos, em cada uma das trés
condi¢des de exposi¢do a luz, foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apo6s incubagio as
placas foram fotografadas e os halos de inibi¢do medidos com régua milimetrada. Para
realizacdo do teste em meio liquido TSA prepararam-se suspensdes com as cepas
bacterianas, dessa suspensdo, foi transferida uma aliquota de 100uL para tubos
contendol mL de meio TSA e adicionou-se 100 pL da porfirina de zinco nas
concentragdes crescentes de 10, 25, 50 e 100 uM. Outra sequéncia de tubos com mesmo
meio de cultura recebeu 100 pL de porfirinas de ferro e manganés com concentragdo de
100 uM. Os tubos foram separados em dois grupos: os submetidos a irradiacdo no
ultravioleta, e os submetidos a exposi¢cdo a luz branca ambiente, ambos com tempo de
exposicado de 30 minutos. Decorrido o tempo de irradiacdo, realizou-se a
homogeneizagdo das solugdes que a seguir foram incubadas por 24 horas em estufa a
37°C.O crescimento bacteriano foi determinado em fung¢do da turvagdo do meio
detectado em espectrofotdmetro Multispec Shimadzu a 625 nm. Realizou-se também
testes de viabilidade celular frente aos compostos porfirinicos, para esse estudo dos
efeitos de cada composto porfirinico sobre células foram empregadas culturas de célula
de musculo liso de aorta de coelho (MLAC). Foi efetuado o teste de viabilidade celular
por exclusdo do Azul de Tripan que se baseia no fato de que células vivas mantém sua
capacidade de excluir o corante adicionado ja que sua maquinaria metabolica
permanece ativa. Em contrapartida as células mortas, que perderam essa propriedade,
tornam-se coradas em azul pela internalizacdo do corante azul. Células vivas (ndo
coradas) e células mortas (coradas em azul) foram contadas e a partir dos resultados foi
calculada a viabilidade celular para cada uma das placas dos grupos basal, controle e
teste, sendo o grupo basal (s6 células) utilizado como grupo referéncia para o calculo
percentual.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nos testes realizados com os micro-organismos foram utilizados como controle positivo
de atividade antimicrobiana discos contendo antibidticos especificos para cada uma das
bactérias. Utilizou-se ampicilinal0 pg como controle para E.coli, gentamicina 120 pg
para P.aeruginosa e penicilina 10 pg para S. aureus, além dos controles com tetraciclina
30 ug e ciprofloxacina 5 ug que sao utilizados como antibidticos para as trés cepas de
bactérias utilizadas. Os resultados obtidos para os trés tipos bacterianos utilizando as
porfirinas de zinco, ferro e manganés nas concentragdes ja descritas € na presenca de luz
ambiente branca em meio s6lido Agar Mueller Hinton e meio liquido TSA demostram



que as os compostos testados ndo apresentaram atividade antimicrobiana. As porfirinas
que utilizamos foram todas anionicas e os artigos citados referem que as aniOnicas
realmente nao sdo as melhores como supressoras de crescimento bacteriano, sejam elas
baseadas em ferro ou zinco. No nosso caso nenhuma delas teve qualquer efeito sobre o
crescimento bacteriano, em contraste com outras aniOnicas testadas pelos autores,
porém como a estrutura quimica das porfirinas ¢ diferente, podemos pressupor que esta,
além do proprio metal presente ¢ do comportamento i6nico, também ¢ um fator que
interfere em seu potencial antimicrobiano. Nos testes de viabidade Os resultados
obtidos permitem inferir que a porfirina baseada em zinco ZnTDC(SO3Na")PP, barras
vermelhas no grafico, promove diminuicdo da viabilidade celular e de forma
concentragdo dependente até a concentragdao de 50 uM, sendo a partir deste o indice de
morte celular igual ao promovido pelo controle DMSO, o mais potente agente de morte
celular dentre os aqui testados. Ja as porfirinas de ferro e manganés (FeTDC(SO3
Na")PP e MnTDC(SO3Na")PP), barras de cor marrom e azul claro, respectivamente,
ndo tiveram efeitos no sistema testado, permanecendo o percentual de viabilidade
celular similar ao controle negativo do experimento (s6 células), representado como
barra verde escura no grafico.

Figura 1- Efeitos das substancias utilizadas como controle e das porfirinas sobre a viabilidade de células
de aorta de coelho

100% -~
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

8§29 2822222222222 32
= 9“@333333333333
22X 2200600 S S0 IMWSS S ”ho o
YoohLg I NMO A NWO SN ;O
. = 0V YUY QYWY =
Qv ES2aa00va0awl280
Wa on<eEeEErEQOFEEEFEORERERDA
O g 4 b 8 £k kv ouwpE
T 22L2NNNCSCSSS S oo P
o 0 o N S fing
O oo

De acordo com trabalhos consultados as porfirinas catidnicas, além de terem maior
atividade antimicrobiana do que as anionicas, também sdo mais citotoxicas em testes in
vitro, confirmando o que observamos neste nosso trabalho quanto a capacidade
antimicrobiana e também para a menor citotoxicidade das porfirinas de ferro e
manganés. A porfirina de zinco, apesar de também ndo ter demonstrado potencial
antimicrobiano, apresentou-se como citotéxica em concentracdo-dependente, o que nos
leva a confirmar que o metal presente no nucleo porfirinico € um importante agente
modulador das atividades deste tipo de molecular. A diferenca observada na
citotoxicidade induzida pela porfirina de zinco tem precedentes em artigo publicado por
Pavani © que cita que porfirinas com zinco se ligam mais fortemente as membranas.
Apesar de o zinco diminuir a hidrofobicidade de uma porfirina, o artigo referente que o
zinco incorporado a porfirina permite uma coordenagcdo do metal com os grupamentos
fosfato dos fosfolipidios.



CONCLUSAO

As porfirinas de ferro, zinco e manganés aqui testadas, provavelmente por seu carater
anidnico, ndo tiveram influéncia sobre o crescimento das bactérias gram- positivas e
gram-negativas utilizadas, tornando-as inviaveis como agentes antimicrobianos mesmo
quando fotoestimuladas. Entretanto, a porfirina de zinco mostrou-se citotoxica enquanto
as demais ndo tiveram nenhum efeito significativo sobre células normais em cultura,
concluindo-se que a presenga do zinco na estrutura porfirinica favorece sua ligagdo aos
fosfolipidios de membrana. A primeira fase deste projeto, contemplada na edigdo 2013-
2104 do PIBIC-UMC, ja havia demonstrado diferencas significativas na agdo da
porfirina de zinco se comparada a outra de igual estrutura, porém contendo ferro e, em
outros trabalhos realizados em paralelo, destas duas em relagdo a de mesma estrutura,
porém tendo manganés como nucleo metalico, comprovando-se que o metal ¢ um
agente importantissimo na modulacdo das propriedades de uma porfirina e pode ser o
alvo para seu controle de acdo na terapia fotodindmica entre outras aplicagoes.
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