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INTRODUCAO

Porfirinas s3o moléculas muito estudadas atualmente devido ao seu alto potencial
antitumoral, tendo como atra¢do sua alta afinidade por tecidos neoplasicos e pouca
toxicidade ao organismo devido ao seu potencial gerador de espécies radicalares quando
irradiadas com luz ultra-violeta, provocando uma desestabilizacdo celular levando-a a
morte, e, portanto, ja estdo sendo utilizadas em terapias fotodindmicas (PDT) no
tratamento de algumas variagdes de tumor de pele. Sdo moléculas provenientes de
modelagem sintética ou biologica, que apresentam macrociclos tetrapirrolicos
policarboxilados e que podem acomodar em sua regido central um ion metalico. Na
grande maioria dos casos o metal envolvido ¢ o ferro, porém podem também apresentar
metais como cobre, zinco, manganés, ruténio e outros (PEREIRA et al., 2013). Sua
utilizagdo, entretanto, costuma estar vinculada a fotoativagao por luz ultra-violeta que,
por si sO6, ¢ um agente carcinogénico quando mal-empregado. Portanto, encontrar
porfirinas que possam ser fotoativadas por uma luz sem efeitos deletérios, como a luz
branca, ¢ o desafio deste projeto.

OBJETIVOS
Determinar a a¢do antitumoral e antimicrobiana das porfirinas baseadas em ferro, zinco e
manganés TMPyPs, ZnTDC(SO3"Na")PP e MnTDC(SO3Na")PP.

METODOLOGIA

Para o desenvolvimento do projeto foram utilizadas células de linhagem de musculo liso
de aorta de coelho (MLAC) e células de linhagem mieloide (K562) em cultura, cultivadas
em meio de cultura DEMEN e RPMI, respectivamente, ¢ incubadas a temperatura 37°C
e em atmosfera de 5% de dioxido de carbono. As células K562, obtidas comercialmente,
foram submetidas a tratamento com diferentes concentra¢des das porfirinas TMPyP4
(5,10,15,20-Tetrakis(1-methyl-4-pyridinio)porphyrin tetra(p-toluenesulfonate),
ZnTDC(SO3Na)PP ¢ MnTDC(SO3Na")PP. O experimento foi reproduzido igualmente
em duas placas de ELISA de 96 pogos sendo que uma placa permaneceu em condigdes
de privagdo de luz, enquanto a outra placa foi irradiada, uniformemente, com luz branca
LLUM Bulbo LED A60, bivolt ligada em 110V, 60 mm de didmetro por 109 mm de
altura total, luz branca 10W, fluxo luminoso 780 Im, temperatura de cor 6400K, angulo
de abertura I 80°, fator de poténcia maior que 0,50, IRC maior que 80, frequéncia nominal
50/60 Hza. A irradiacdo ocorreu com a lampada sendo mantida a 10 cm das placas de
teste. Ambos os grupos (escuro e irradiado) foram incubados por 48 horas em estufa a



370C e atmosfera com 5% de CO2 e entdo submetidos a mensuracao da viabilidade celular
por teste de MTT (3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Foram
empregados como controle positivo de morte celular o dimetilsulfoxido (DMSO), o
peroxido de hidrogénio e o azul de metileno. Para a caracterizagdo espectroscopica e
analise de alteracdes espectrais quando da irradiagdo luminosa em funcao do tempo, foi
empregado e equipamento fotodiodo Multispec 1501 da Shimadzu Corporation. Para os
testes de atividade antimicrobiana foram semeados os diferentes microorganismos em
placas de agar Muller Hinton e depositadas em pogos escavados no meio as diferentes
concentragdes de porfirinas testadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise dos testes de viabilidade celular por MTT com porfirinas de ZnTDC(SO3Na)PP
(Figura 1) e TMPyP4 (Figura 2) promovem significativa diminuicdo da viabilidade
celular tanto na linhagem de células normais (MLAC) quanto tumorais (K562) quando
irradiadas com luz branca. Se o sistema mantido no escuro, ndo houve diferenga
significativa na viabilidade celular em relagdo ao controle (so6 células). Para a porfirina
TMPyP4 a reducdo da viabilidade celular se mostrou dose dependente e mais expressiva
sobre a linhagem K562, onde o IC50 foi calculado em 13,3 [IM.de porfirina contra 50,24
"M para a linhagem MLAC. Para a porfirina MnTDC(SO3'Na")PP foi observado um
efeito inesperado, o maior crescimento celular representado pelo aumento da viabilidade
em relagdo ao controle s células, tanto com a porfirina irradiada quanto com o sistema
no escuro e para as duas linhagens celulares (figura ndo mostrada). Na andlise por
espectroscopia no UV-vis (Figura 3) observa-se decaimento da banda Soret ([ maximo
em 424 nm) em fun¢do do tempo de irradiacdo da porfirina TMPyP4, selecionada para
este experimento em fungdo dos resultados promissores apresentados no teste de
viabilidade celular. A alteracdo espectral observada pode ser decorrente da geragcdo de
espécies reativas de oxigénio quando da irradia¢do da porfirina com luz branca, sendo
esta uma provavel explicacdo para o efeito citotoxico da TMPyP4. Os resultados da
atividade antimicrobiana sob cepas de bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus e
Streptococcus sp) e gram negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) se
mostraram negativos quando da irradiagdo das trés porfirinas com luz branca e também
no escuro.

Figura 1. Teste de viabilidade celular por MTT para células MLAC (A) e K562 (B) sob influéncia de
diferentes concentragdes de porfirina de ZnTDC(SO5;Na")PP, na auséncia de luz (barras cinza) e sob
irradiago de luz branca (barras amarelas). Controle negativo (s6 células) apresentado como barra em verde.
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo considerando p<0,05. # Resultado
estatisticamente diferente de seu respectivo (mesma concentragao) no escuro considerando p<0,05.
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branca (barras amarelas). Controle negativo (s6 células) apresentado como barra em verde. * Resultado
estatisticamente diferente do controle negativo considerando p<0,05. # Resultado estatisticamente diferente
de seu respectivo (mesma concentragdo) no escuro considerando p<0,05.
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Figura 3. Espectros da porfirina TMPyP, irradiada com a luz branca de LED no intervalo de 0 a 7000
segundos. Na figura principal, valores de absorbancia em cada um dos comprimentos de onda mensurados
em fung¢do do tempo. No inserto, cinética de decaimento da banda Soret da porfirina TMPyP4 (424 nm) em
funcdo do tempo de reacdo (tempo de exposicao a luz), bem como equagdo da reta obtida a partir do plote
dos valores de absorbancia.
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Os resultados obtidos até o momento revelaram que as porfirinas TMPyP4e ZnTDC(SO3
Na")PP exercem efeito citotoxico sobre células normais em cultura quando irradiadas
com luz branca, ndo apresentando tal efeito quando no escuro. A porfirina TMPyPa,
especificamente, demonstrou tal comportamento de modo dose-dependente, o que nao
ocorreu com a porfirina de zinco. A porfirina MnTDC(SO3Na")PP, diferentemente das
outras duas, ndo apresentou efeito citotéxico sobre as células normais em cultura, tanto
na presenca de irradiacdo com luz branca quanto no escuro. Ao contrario, determinou
aumento expressivo do crescimento celular. Na analise comparativa entre as porfirinas
TMPyP4+ ¢ ZnTDC(SO3Na")PP, a TMPyP4 foi a que apresentou resultados mais



promissores, dado que aqui os efeitos foram dose-dependentes e com valores de IC50
menores quando sua agdo se deu sobre a linhagem tumoral testada (K562). Os resultados
obtidos na cinética por espectrofotometria da porfirina TMPyP4 permitiu inferir que a luz
exerce efeito tempo-dependente sobre a estrutura da porfirina, mais especificamente
bleaching, o que pode ser decorrente da formagao de espécies reativas de oxigénio ¢ estas
os elementos que diminuiram a viabilidade celular nos experimentos por MTT. Para
confirmar esta hipotese novos experimentos deverao ser realizados. Para a porfirina
MnTDC(SO3Na")PP, novos experimentos estdo previstos visando buscar compreender
como a presenca desta porfirina, tanto em condigdes de auséncia ou presenga de
irradiacdo, aumentou o crescimento das células MLAC e K562 em cultura. Na
continuidade deste projeto serdo realizados novos testes de atividade antimicrobiana
destas porfirinas quando irradiadas com luz branca e associadas a 6leo essencial de
bergamota como um agente potencializador de efeito. Também estio previstos testes para
determinar o efeito destas porfirinas sobre sistemas-modelo de membrana celular.
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