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Resumo

O presente trabalho contempla a avaliacdao da
capacidade fotossensibilizante de alguns derivados
porfirinicos para futuro emprego em fotoquimioterapia.
As substancias testadas foram: protoporfirina IX (PpIX),
protoporfirina IX de magnésio (MgPpIX), protoporfirina
IX de zinco (ZnPplX), octaetilporfirina (OEP) e
octaetilporfirina de vanadil (VOOEP). Os testes
consistiram na avaliacdo e comparacdo da capacidade
destas substancias em oxidar biomoléculas e destruir
células na presenca de luz e oxigénio. Os resultados
revelaram que as diferencas observadas na eficiéncia
destas porfirinas podem estar associadas com as
diferengas nas estruturas das mesmas. Foi verificado
que PpIX, MgPpIX e ZnPpIX sdo mais eficientes que
OEP e VOOEP na fotoxidac@o de biomoléculas e
fotodestruicao de células. Os dados obtidos indicam a
possibilidade de um futuro emprego destas porfirinas em
fotoquimioterapia.
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Abstract

The work includes the assessment of photosensitizing
capacity of some porphyrinic derivates for future
application in PDT. We evaluated the photosensitizing
potential of octaethylporphyrin (OEP), vanadyl
octaethylporphyrin (VOOEP), protoporphyrin IX (PpIX),
zinc protoporphyrin IX (ZnPpIX) and magnesium
protoporphyrin IX (MgPpIX) for wuse in
photochemotherapy. This study was performed through
the percentage of biomolecules photoxidation (tryptophan
- Trp and bovine serum albumin — BSA) and cells
photohemolysis provoked by OEP, VOOEP, PpIX,
ZnPpIX and MgPpIX. The results demonstrated that
PpIX, ZnPpIX and MgPpIX are more efficient than OEP
and VOOEP in the oxidadion of biomolecules and
hemolysis of cells in the presence of light and oxygen.
The differences observed in the photodynamic activity
between porphyrins could be associated with differences
in their molecular structures. These results stimulate new
studies with the objective to transform these drugs into
new options for use in photochemotherapy.

Key Words: 1. Photochemotherapy;
2. Porphyrins;
3. Biomolecules;

4. Cells.
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Introducao

Todos os anos milhdes de pessoas morrem de cancer
no mundo . No Brasil, s6 para o cancer de mama é
esperado um nimero assustador de novos 49.400 casos
até o final de 2008 . No entanto, apesar destes dados
alarmantes, o avango das pesquisas que buscam entender
e desenvolver métodos para a cura desta enfermidade
aponta para um cendrio bastante promissor .

Atualmente, os trés tratamentos classicamente
utilizados s@o: a quimioterapia, radioterapia e a cirurgia.
No entanto, apesar do relativo sucesso, 0s mesmos
apresentam efeitos colaterais graves®. Este fator, aliado
ao da perspectiva de cura nem sempre eficaz, tem
estimulado a pesquisa e aplicagdo de outros tipos de
tratamentos, dentre os quais se destaca a
Fotoquimioterapia, também conhecida como Terapia
Fotodinamica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy)
)

A PDT € um tratamento clinico, com poucos efeitos
colaterais, que emprega a combinagdo de uma fonte de
luz, oxigénio e uma substincia fotossensibilizadora (SFTS)
para o tratamento de uma variedade de tumores. Esta
técnica se baseia na administracio sistémica da SFTS
no paciente e, apds algumas horas, irradia¢do do tecido
doente com a fonte de luz. A SFTS, excitada pela luz,
transfere energia e/ou elétrons para o oxigénio, gerando
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive
Oxygen Species). Tais espécies geram um estresse
oxidativo, no tecido tumoral, ocasionando a sua morte
por apoptose e/ou necrose ©.

Apesar de algumas drogas, aprovadas pela FDA
(Food and Drug Administration), ja estarem sendo
amplamente empregadas em PDT, a busca por novos
farmacos mais eficientes e com menos efeitos
colaterais, tem sido uma rotina em nosso laboratorio e
em outros ¢!V, Este artigo, por exemplo, apresenta os
resultados preliminares obtidos com algumas substancias
que estdo sendo investigadas pela nossa equipe. Os
novos compostos avaliados sdo derivados de porfirinas
conhecidos octaetilporfirina (OEP),
octaetilporfirina de vanadil (VOOEP), protoportfirina IX
(PpIX), protoporfirina IX de zinco (ZnPplIX) e
protoporfirina IX de magnésio (MgPpIX) (Fig.1). As
porfirinas sdo conhecidas por possuir grande
capacidade de absorver luz e transferir esta energia
para o oxigénio podendo gerar ROS em quantidade
suficiente para destruir um dado tecido tumoral'?. Para
avaliar o potencial fotoquimioterapico, das porfirinas

como:
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citadas, foi verificada, inicialmente, a capacidade destas
em oxidar biomoléculas (aminodcido e proteina) e foto-
hemolisar células modelo (eritrcitos) na presenca de
luz e oxigénio. Os resultados foram comparados com
os obtidos para o Photofrin®, uma droga porfirinica
amplamente empregada em tratamentos clinicos com
PDT. O baixo custo e a efici€éncia destes ensaios
justificam o emprego dos mesmos na pré-selecdo de
substancias potencialmente promissoras para uso em
fotoquimioterapia.

Métodos

Materiais e reagentes

As porfirinas foram obtidas da Frontier Scientific Inc.
(Logan Utah, USA), e o Photofrin® foi cedido pela Axcan
Pharma Ltda. As biomoléculas proteina albumina bovina
(BSA) e 0 aminodcido triptofano (Trp) foram obtidos da
Sigma Chemical Company (St. Louis, USA). O NaCl,
NaH PO, e Na HPO, foram obtidos da Merck
(Darmstald, Alemanha). Os equipamentos utilizados
foram: espectrofotometro SP-220 Biospectro,
espectrofluorimetro da marca Perkin Elmer modelo LS55,
canhdo de luz contendo ldmpada de mercurio Philips
HPLN 80W e banho de ultra-som Unique Ultracleaner
1400 40kHz.

Ensaio de fotoxidacdo de biomoléculas

Para este teste foram preparadas solugdes contendo
25 mM do aminoécido triptofano (Trp) ou 10 mM da
proteina albumina bovina (BSA), além de 2,3 mg/L de
PpIX ou ZnPpIX ou MgPpIX ou OEP ou VOOEP. As
solugdes foram tamponadas com tampao fosfato salino
(PBS: 0,15M de NaCl, 1,9mM de NaH,PO,, 8,1mM
de Na,HPO,, pH 7,4) e saturadas com oxigénio. Em
seguida foram irradiadas com luz de merctirio 8OW a
uma distdncia de 5 cm durante 60 minutos sendo a
dosagem de luz igual a 22,57 J/cm?. Apds este tempo,
as fluorescéncias de Trp (em 360 nm) e de BSA (em
330 nm) foram obtidas em espectrofluorimetro,
excitando Trp e BSA em 280 nm. Os resultados foram
expressos em termos de porcentagem (%) de
fotoxidagdo (foto-destrui¢do) de biomoléculas,
medindo-se as fluorescéncias no tempo zero e
comparando as mesmas com as obtidas ap6s 60 minutos
de irradiacdo. As possiveis quedas na intensidade de
fluorescéncias das biomoléculas indicam que as mesmas
sofreram fotodegradagdo. Foram realizados ensaios de
controles na auséncia de luz ou na auséncia das

47



48 Arquivos Catarinenses de Medicina Vol. 38, n°. 3, de 2009

porfirinas, para se descontar os efeitos da luz ou das
porfirinas separadamente.

Ensaio de foto-hemolise de eritrocitos

Para o ensaio de foto-hemdlise (foto-destruicao de
eritrécitos) foram preparadas solugdes contendo 0,3%
(v/v) de eritrocitos, tampao PBS pH 7.4 e 2,3 mg/L das
porfirinas adicionadas separadamente. Tais amostras
foram saturadas com oxigénio e irradiadas com lampada
de mercurio durante 60 minutos (dosagem de luz igual a
22,57 J/em?). A quantificagdo da foto-hemolise foi
realizada no final dos 60 minutos, através da leitura de
absorbancia (em 542 nm) da hemoglobina liberada, por
células destruidas, no meio de reacdo. Um possivel
aumento na absorbancia de hemoglobina extracelular
indica rompimento (hemdlise) de eritrocitos. Os
resultados foram expressos em termos de porcentagem
de eritrécitos foto-destruidos. Foram realizados ensaios
de controle na auséncia de luz ou na auséncia das
porfirinas.

Resultados e discussao

Fotoxidacdo de biomoléculas

As ROS produzidas em tratamentos com PDT
podem danificar seriamente as biomoléculas de uma
célula tumoral *¥. O oxigénio singlete ('O,), uma espécie
altamente reativa, pode danificar lipideos, dcidos nucléicos
e residuos de aminodcidos presentes em proteinas,
especialmente o Trp. Se lipidios e proteinas sdo
constituintes essenciais de membranas bioldgicas, os
danos a estas moléculas, em uma célula tumoral, podem
ocasionar rompimento de sua membrana plasmatica
levando-a a morte'®. E interessante ressaltar, que o '0,
¢ a principal espécie reativa produzida em tratamentos
com PDT, sendo que a maioria das porfirinas, quando
expostas a uma fonte de radiacao, € eficiente na produgao
desta espécie 9. Isto é vantajoso do ponto de vista
clinico, pois além ser muito agressivo para o tumor, o
'O, possui um tempo de vida muito curto levando seu
raio de acdo a ficar restrito na regido do tecido doente.
Isto evita que os tecidos sadios, vizinhos ao tumor, sejam
danificados®. Em estudos anteriores nés detectamos que
algumas porfirinas, aqui avaliadas, sdo eficientes em
produzir 'O, .

Deve-se destacar que ensaios in vitro de
fotoxidacdo de biomoléculas, podem ser utilizados para
se avaliar o potencial fotoquimioterdpico de muitas
substancias 9. Se um dado composto é capaz de
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provocar a fotoxidagdo de um aminodcido e uma
proteina in vitro, é provavel que seja capaz, também,
de provocar a fotoxidagao de proteinas que constituem
as células tumorais. Esta € uma ferramenta de
avaliagdo pré-clinica muito valiosa e de custo reduzido,
pois permite, como ja dito antes, a pré-selecdo de
substancias fotoativas para a realizacio de testes mais
avancados e de elevado custo. Isto reduz o tempo e o
custo da pesquisa 9.

Em relacdo aos resultados, pode-se observar nas
Figuras 2 e 3 que todas as substancias foram capazes
de oxidar biomoléculas, na presenca de luz e oxigénio.
Pode-se perceber que as protoporfirinas IX (PpIX,
ZnPpIX e MgPpIX) metaladas ou ndo foram as mais
eficientes em relagdao a OEP e VOEP, sendo que seus
efeitos podem ser comparados ao do Photofrin®
(fotoquimmioterdpico comercial). Em relacdo a OEP,
percebe-se que a mesma é mais eficiente que VOOEP,
o que nos leva a concluir que a adi¢do do grupo vanadil
(V=0), formado por vanddio e oxigénio, na estrutura
de OEP, diminui bastante sua eficiéncia. Sabe-se que
apesar das porfirinas serem bastante eficientes na
geracdo fotoquimica de ROS, modificagdes quimicas
em sua estrutura, tanto na sua superficie quanto no
centro do seu anel, podem aumentar ou diminuir sua
capacidade de gerar espécies reativas U4, A adi¢do de
metais no seu centro pode, por exemplo, diminuir ou
aumentar sua eficiéncia fotoquimica "?. Os resultados
deste trabalho demonstram, entdo, que a adicdo de Zn
ou Mg no anel central de PpIX (Fig.1) ndo causa
diminuicdo ou aumento de sua eficiéncia na geragao
de ROS, visto que as porcentagens de fotoxidacao tanto
para Trp (Fig.2) quanto para BSA (Fig.3) sdo bastante
similares para as trés protoporfirinas IX. No entanto,
nds percebemos, que a presenca destes metais aumenta
a solubilidade de PpIX em meio aquoso, o que do ponto
de vista clinico é bastante relevante, pois facilita uma
possivel aplicacdo in vivo.

Foi salientado, anteriormente, que a fotoxidagao de
biomoléculas € monitorada através do decaimento da
fluorescéncia das mesmas. No caso de Trp, sua
fotoxidacdo envolve destrui¢do do seu anel indol pelo
'0,, sendo este anel, o responsdvel pela emissdo de
fluorescéncia 7!¥. Em relacdo a BSA, sua emissdo de
fluorescéncia diminui, devido ao fato do 1O2 atacar
residuos de histidina e triptofano presentes nesta
proteina'®, Tais aminodcidos, principalmente Trp nas
posicdes 134 e 214, s@o os responsaveis pela emissdo
de fluorescéncia por parte de BSA 9.
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Foto-hemolise de eritrocitos

A capacidade de provocar a fotoxidacdo de
biomoléculas demonstrada anteriormente, pelas
porfirinas, estimulou a realizagdo de ensaios com
estruturas mais complexas. Para isso foram empregados
eritrocitos (como modelo de células). Tal procedimento
teve como finalidade avaliar a capacidade destas
porfirinas em provocar o rompimento (lise) de
membranas de células, na presenga de luz e oxigénio.
Ensaios de foto-destrui¢ao de eritrécitos tém sido
empregados, com relativo sucesso, na pré-selecio de
substincias fotoativas ®!31819),

Os resultados obtidos nesta etapa (Fig. 4) revelaram
que airradiacdo de eritrdcitos, na presencga das porfirinas
e de oxigénio, provocou a hemolise destas células. Os
resultados sdo semelhantes aos apresentados na
fotoxidacdo de biomoléculas, ou seja, as protoporfirinas
foram mais eficientes do que OEP e VOOEP e
apresentaram resultados semelhantes ao Photofrin®. Eles
revelam, também, que a adicao do grupo V=0 provoca
consideravel reducdo na atividade fotodinamica de OEP.
E bom destacar que na auséncia de luz ou das porfirinas,
nio foi observada a hemdlise de eritrécitos. Isto é
relevante do ponto de vista clinico, quando se trata da
fonte de luz, pois s6 serdo ativadas as porfirinas que
estiverem sendo irradiadas na regido do tumor. Isto
possibilita ao médico selecionar a area tecidual onde as
porfirinas deverdo ser ativadas, diminuindo o risco de
lesdo em tecidos sadios.

Em relacdo a hemdlise de eritrécitos, a mesma &
verificada através da liberacdo de hemoglobina no meio
de reacdo. Tal evento pode ser monitorado, em
espectrofotdmetro, através do aumento de intensidade
no espectro de absorbancia da hemoglobina, em 542 nm,
em fun¢édo do tempo de irradia¢do ®. Esta hemoglobina
¢ liberada, devido ao rompimento da membrana celular,
ocorrido durante o tratamento. Este rompimento ocorre
como resultado da fotoxidacdo de proteinas e
fosfolipidios presentes na membrana dos eritrécitos. Esta
fotoxidagdo, ocasionada principalmente por oxigé€nio
singlete reativo, resulta na formacao de poros que sdao
conseqiiéncia da mobilidade dos fosfolipidios, o que
provoca ruptura da membrana e liberacdo de
hemoglobina para o meio extracelular ?®. Os danos
causados na membrana das células modelo (eritrécitos)
simulam o que ocorre nas membranas das células
tumorais tratadas com PDT (7.

Os resultados obtidos com PpIX, ZnPpIX e MgPpIX
sdo importantes, pois a similaridade dos mesmos com os
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obtidos para o Photofrin® permite-nos vislumbrar a
possibilidade de um futuro emprego destas porfirinas em
PDT. E bom ressaltar que apesar do Photofrin® ser
bastante eficiente no tratamento de varios tumores, 0O
mesmo apresenta alguns inconvenientes: primeiramente
ele requer altas dosagens para a obtencdo de uma
resposta terapéutica satisfatéria. Isto provoca efeitos
colaterais como, por exemplo, aumento da freqiiéncia
urindria e espasmos da bexiga. Além disso, possui uma
baixa seletividade para os tecidos tumorais, acumulando-
se também em tecidos sadios. O seu longo tempo na de
permanéncia na regido cutdnea, apds o tratamento, faz
com que o paciente tenha que ficar ao abrigo da luz
natural por um longo periodo 7!”. Estes sdo alguns dos
problemas que tém estimulado a busca por novos
fotoquimioterapicos.

Conclusoes

Os resultados deste trabalho nos permitem concluir
que a adi¢do de grupamentos nas estruturas das
porfirinas pode afetar de maneira consideravel a atividade
fotodinamica das mesmas. Neste trabalho percebeu-se
que a adicao do grupo V=0 na estrutura de OEP diminuiu
bastante sua eficiéncia na fotoxidagdo de moléculas e
foto-destruicdo de células. No entanto, a adicdo de
magnésio e zinco na estrutura de PpIX ndo afetou sua
atividade, mas melhorou sua solubilidade em dgua, o que
¢ importante para futura aplicacdo in vivo. Foi
observado, também, que a eficiéncia de PpIX, MgPpIX
e ZnPpIX ¢é bastante semelhante a de Photofrin®. Estes
dados estimulam a realizacio de estudos mais avangados,
com a finalidade de transformar estas porfirinas em mais
uma opgdo para aplicacdo em fotoquimioterapia.
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Figura 1. Estruturas de PpIX (A), MgPpIX (B), ZnPpIX
(C), OEP (D) e VOOEP (E).
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Figura 2. Porcentagem (%) de fotoxidacao de triptofano
nas presengas de luz de mercurio na dosagem de 22,57
J/ecm? e 2,3 mg/L de porfirinas presentes em meio
saturado com oxigénio.
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Figura 3. Porcentagem (%) de fotoxidacao de albumina
nas presengas de luz de mercurio na dosagem de 22,57

J/em? e 2,3 mg/L de porfirinas presentes em meio
saturado com oxigénio.
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Figura 4. Porcentagem (%) de foto-hemdlise

(destruicao) de células de eritrdcitos nas presencgas de
luz de merctrio na dosagem de 22,57 J/cm? e 2,3 mg/L
de porfirinas presentes em meio saturado com oxigénio.
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