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INTRODUCAO

As porfirinas sdo definidas como uma grande classemoléculas purpuras ou
fortemente coradas de origem natural ou sintétcmstituindo-se de macrociclos
tetrapirrolicos que se ligam a um metal de tramsgg@mo Manganés, Zinco e Ferro os
quais modulam suas proprieddesEssas moléculas exercem papel importante em
diferentes sistemas biologicos e tém varias afiesaga demonstradas em areas que vao
do controle do cancer a degradagédo de compostékicfenem efluente?).

Uma das mais importantes aplicacbes das porfirmametaloporfirinas se da na
medicina. Derivados porfirinicos tém sido empraegadomo fotossensibilizadores na
Terapia Fotodinamica (TFD) devido a propriedadesaalta fotossensibilizacéo, alta
afinidade por tecidos tumorais e toxicidade retatiente baix&. Estudos realizados
utilizando porfirinas contendo o ions de zinco earderevelam que estes
fotossensibilizadores atuam gerando oxigénio siagka presenca de luz e causando
danos ao DNA. A presenca de zinco promove uma fstociacdo da porfirina ao
DNA via interagBes coordenativas e eletrostaticas 0s grupos fosfatdd. Quando
submetidas ao processo de foto-excitacdo as mateaeé porfirina geram radicais
livres que promovem danos biologicos que podera ailteracdo ou perda da estrutura e
funcdo celular até & sua moffé Especificamente na terapia fotodinamica seu papel
esta diretamente relacionado ao seu potencialyidaate enquanto em outros sistemas
pode exercer papel inverso, agindo como anti-oxe@daiCom base nos dados
apresentados na literatura, torna-se interessardBsa sSeu comportamento como
agente pro-oxidante ou antioxidante frente a siatermque mimetizem estruturas
biolégicas que costumam ser alvo de espécies tabsa como é o caso das
membranas citoplasmaticas e mitocondriais.

OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi estudar o potengial-oxidante ou antioxidante de
porfirinas baseadas em ferro e em zinco utilizasideemas-modelo de membrana, na

presenca e na auséncia de irradiacédo luminosa.

METODOLOGIA



Os compostos porfirinicos baseados em zinco (ZnBDGB(Na+)PP) e em ferro
(FeTDC(SO3-Na+)PP), foram submetidos a estudostig@lade catalitica frente a
peroxidos e aldeidos e de avaliacdo do potenciajetacdo de radicais livres em
sistemas modelo de membrana mitocondrial. Paralasta atividade catalitica por
espectroscopia no UV-vis preparou-se solugédo cooowgostos porfirinicos a 10 uM,
em tampéo fosfato de sodio 5 mM e pH 7,4. As arasdtsram submetidas a leituras
cinéticas por 3600 segundos, tendo adicdo de ageadeitores e oxidantes apds 30
segundos do inicio da corrida cinética. Os daddsaiebos foram analisados no
programa Origin 8.0, onde avaliou-se a capacidadeada porfirina em doar e receber
elétrons mediante desvios bem caracterizados mag&oret e bandas Q. Foi avaliado
potencial lipoperoxidativo de cada uma das podsimmensurado pelo método de
TBARs de Buege e Aust modificadd Para isto, realizou-se preparo de lipossomos
constituidos de fosfatidilcolina, fosfatidiletanmlma e cardiolipina (50, 30 e 20%
respectivamente) como sistemas biomiméticos de marabmitocondrial, aos quais
foram adicionadas diferentes concentracdes de wadadas porfirinas e seus efeitos
analisados quando as amostras foram mantidas noesob irradiacdo de luz branca
ambiente e luz ultra-violeta de comprimento de azsénm. A quantificagdo de MDA
gerado realizada por espectrofotometria no UV-eigela a oxidacao lipidica, uma vez
gue guanto maior 0s niveis desta maiores sao esrlg MDA produzidos.

RESULTADOS/DISCUSSAO:

A presenca do zinco garante a porfirina um espeeracteristico, com um Unico pico
de alta intensidade de absorbancia em 424 nm etwygae a presenca de ferro confere
a porfirina um espectro com pico de absor¢cao enm#l20s testes espectroscopicos de
atividade catalitica demonstraram que ambas regpondiferentemente a acdo de
agentes oxidantes e redutores, sendo a porfirirfarde responsiva a estes enquanto a
de zinco ndo. De forma analoga, as porfirinas aptasn efeitos diferentes sobre
sistema modelo de membrana. Testada em ambienteoest porfirina de ferro
promove oxidacao lipidica enquanto que a de zitea @omo antioxidante, diminuindo
a geracao de MDA, como mostram as figuras 1A e Epecificamente para porfirina
de zinco foram realizados testes adicionais dedafie antioxidante em sistemas aos
quais foram adicionados sulfato ferroso (controlesitvo alto) e perdxido de
hidrogénio. Na presenca deste Ultimo, a porfinmaescuro, também mostrou potencial
de protecdo a oxidacdo lipidica e, similarmente ocdigdo sem o peroxido,
concentracdo-dependente.

Figura 1 -Teste de TBARs em membrana lipidica constituid®@b 50% PEb 30% CLb 20% a 1 mM
em tampao fosfato de s6dio 5 mM e pH Aduitilizando a porfirina ZnTDC em M, 10 uM, 25uM ,50
MUM. B- utilizando FeTDC em M, 5 pM, 10 pM, 15 uM e 20puM.Estas leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro utilizando cubeta de quartzo caminho éptico de 1 cm

TBARs (LM
TBARS (M)

"

C

T T T T
c;\‘: : ‘n\"'ﬂpo\; f‘" o
T L

T T
LT
we® P e
R




Em experimentos anteriores a este projeto, comstgoque a porfirina de zinco,
quando submetida a irradiacdo de luz branca (ana)jeyera espécies radicalares que
afetam sua propria estrutura. Estes radicais livtesnonstrados por ressonancia
paramagnética eletrbnica (EPR), causanmbleaching (branqueamento) da porfirina de
zinco, observado na analise por espectroscopiavArgdJEsse mesmo efeito ndo ocorre
para a porfirina baseada em ferro. Nesta condigéagesultados obtidos no teste de
lipoperoxidacdo com as amostras expostas a ir@ulige luz branca, foi possivel
determinar que, apesar do potencial antioxidantgodi&ina de zinco permanecer ele é
menor do que o observado para a porfirina no egfignara 2). Quando ao sistema é
incorporado o peréxido de hidrogénio a porfirinadai diminui o dano oxidativo
quando comparado ao controle s6 com peroxido, pestmtambém é diminuido em
relacdo a condi¢cdo no escuro e ndo tem um padmdeectvacdo-dependente. J&4 na
presenca de irradiacdo com luz ultra-violeta (2% a porfirina baseada em zinco néo
mostrou qualquer efeito protetor a oxidacdo ligd{€igura 2B) na auséncia e na
presenca de peroxido de hidrogénio, sendo quesofados quantitativos nesta ultima
condi¢cdo ndo tém como serem comparados a condic&sauro ja que o peroxido de
hidrogénio por si sO, quando da irradiacéo ultmeta, diminuiu a oxidagao lipidica em
relagdo a amostra controle sé com lipossomos.

Figura 2-Teste de TBARs em membrana lipidica constituid®@b 50% PEb 30% CLb 20% a 1 mM
em tampao fosfato de sodio 5 mM e pH 7,4, utilizaadorfirina ZnTDC em fM, 10 uM, 25uM ,50
MM. A- com irradiacdo de luz brandd: com irradiacdo de luz uv Estas leituras foramizadhs em
espectrofotdmetro utilizando cubeta de quartzo caminho 6ptico de 1 cm
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel detmasrgue 0 metgbresente no anel
porfirinico define propriedades da porfirina e niiedi seu perfil frente a compostos
oxidantes e redutores, bem como em seu potenaiab @gentes antioxidantes. Em
porfirinas de mesma estrutura geral, porém uma f@m e outra com zinco como
metal, como as que testamos, nota-se que enquarmeira age efetivamente como
agente oxidante de lipidios mitocondriais, a seguatda como um efetivo antioxidante
na auséncia da luz. Respondem também diferentemeagentes oxidantes e redutores,
conforme observado nos testes cinéticos, sendaqaafirina baseada em ferro tem
mudancas espectrais indicativas de mudanca dooestadoxidacdo do metal na



presenca destes, enquanto a porfirina baseada ewm Mo responde a esta

interferéncia. Sofre, entretanto, mudancas estistug funcionais significativas pela

simples irradiacdo com luz branca, tanto na presego@nto na auséncia de oxigénio,
que foram atribuidas a sua capacidade de geraciesp@dicalares nesta condicao.
Estes radicais gerados, entretanto, ndo afetargatim@mente os lipidios constituintes

do sistema biomimético empregado, ndo atuaram cgeates pro-oxidantes, porém

por mecanismos ainda a desvendar inibiram a cagdeida porfirina em atuar como

agente antioxidante. Constata-se portanto, queuas porfirinas testadas, de mesma
estrutura geral porém com centros metdlicos distjntapresentam diferentes

probabilidades de utilizacdo, moduladas também¢asm da baseada em zinco, pelo
tipo de irradiacdo luminosa a que é ou ndo submetid que abre interessantes
possibilidades para novos estudos.
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