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RESUMO

Desde o primeiro relato feito por Thomas J. Dougherty em 1974, a terapia fotodinamica
(TFD) evoluiu consideravelmente para se tornar um protocolo médico consolidado por
diversas agéncias de regulamentacao. Atualmente, esse procedimento € prescrito
para tratamento de inumeras enfermidades, tais como diversos tipos de cancer, pé
diabético, acne inflamatdria, degeneragdo macular, entre outros. A TFD utiliza-se de
um fotossensibilizador (FS) capaz de gerar espécies reativas quando na presenga de
oxigénio e luz visivel. Tais espécies sao responsaveis por oxidar biomoléculas e
consequentemente induzir a morte celular. Durante o processo de fotossensibilizacao,
os lipideos que constituem as membranas sdo os principais alvos de oxidagao, uma
vez que essas estruturas representam a primeira barreira de entrada em células e
organelas. Um estudo prévio mostrou que duas porfirazinas (Pzs) contendo os
substituintes 3-trifluorometilfenil (3-CFsPz) e 4-fluorofenil (4-FPz) apresentaram
eficiéncia semelhante de produgdo de espécies reativas, porém demonstraram uma
nitida diferenca na eficiéncia de permeabilizacdo de membranas miméticas. O motivo
desta diferenca nao foi completamente elucidado e nao se sabe ainda se isto afeta a
fototoxicidade dos compostos em células tumorais. Dito isso, o principal objetivo deste
trabalho é comparar a eficiéncia fotodinamica das porfirazinas 3-CFsPz e 4-FPz em
células in vitro, e explicar eventuais diferengas por meio da identificagao dos tipos de
espécies radicalares e produtos formados durante o processo de fotooxidagao lipidica.
Para isso, as Pzs foram veiculadas em lipossomos de 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DMPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC), di-
oleil-fosfatidilcolina (DOPC) e fosfatidilcolina de soja (SOY 95%), na proporgao de 0,5
mol% de FS e foram excitadas por diferentes fontes luminosas na regiao do vermelho
a depender do experimento. Os ensaios para a detecgao de espécies reativas foram
feitos com espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrbnica (EPR) e os
produtos de fotooxidagao lipidica foram caracterizados por espectrometria de massas
por ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) e cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS). Foi analisada também a eficiéncia fotodinamica
dos compostos tanto em membranas miméticas, por meio do ensaio de vazamento de
membrana acompanhado por medidas de fluorescéncia, quanto in vitro, utilizando-se
ensaios de viabilidade celular para as linhagens celulares HaCaT e A431. Por fim,
realizou-se um estudo conformacional e uma caracterizagao espacial dos compostos
em membrana por meio de calculos tedricos realizados no GROMACS. Quando
carreados em lipossomos, observou-se que a 3-CF3Pz apresentou atividade fototdxica
3,6 vezes maior (ICso0 = 0,23 uM) contra a A431 (linhagem tumoral) quando comparada
a 4-FPz (ICso = 0,83 uM). Estes dados estdo em concordancia com os dados do
experimento de vazamento de membrana, no qual, apds 30 minutos de irradiagao, a
permeabilizacao da 3-CFsPz chegou a 96% contra apenas 16% da 4-FPz. Os dados
de EPR nado demonstraram uma diferenca significativa na producdo de espécies
reativas de oxigénio para ambas as Pzs e os resultados de ESI-MS indicam que a
producao de lipideos hidroperoxidados também € similar. Todavia os resultados de
CG-MS indicam que a 4-FPz possui uma eficiéncia maior na formacao de acidos
graxos enquanto a 3-CF3Pz produz aldeidos lipidicos, espécies responsaveis pela
permeabilizacdo de membranas. Os dados de dindmica molecular demonstram que



apo6s a hidroperoxidagéo lipidica, a 4-FPz tende a se localizar na parte hidrofilica dos
lipideos enquanto a 3-CFsPz se difunde pela membrana até a regido mais lipofilica,
onde se concentram as insaturagdes lipidicas. Reag¢des na insaturagdo que resultam
em clivagem da cadeia carbodnica induzem a formagao de poros em membranas, o
que justifica a maior eficiéncia fototoxica da 3-CFsPz. Diante do exposto, conclui-se
que ha uma diferenga significativa de fototoxicidade entre as Pzs, que pode estar
associada a formagao de lipideos de cadeia curta, como aldeidos lipidicos,
proveniente em parte do posicionamento assumido pela 3-CFsPz apds a
hidroperoxidacgédo lipidica que ocorre durante o processo de fotossensibilizagdo das
especies.

Palavras-chave: tetraazoporfirinas, cancer, queratinécitos, terapia fotodinamica,
células escamosas.



ABSTRACT

Since the first report by Thomas J. Dougherty in 1974, photodynamic therapy (PDT)
has evolved significantly to become an established medical protocol recognized by
various regulatory agencies. Today, this procedure is prescribed for the treatment of
numerous conditions, including several types of cancer, diabetic foot ulcers,
inflammatory acne, macular degeneration, among others. PDT relies on a
photosensitizer (PS) capable of generating reactive species in the presence of oxygen
and visible light. These species are responsible for oxidizing biomolecules and,
consequently, inducing cell death. During the photosensitization process, the lipids that
constitute biological membranes are the primary targets of oxidation, as these
structures represent the first barrier for entry into cells and organelles. A previous study
demonstrated that two porphyrazines (Pzs), bearing 3-trifluoromethylphenyl (3-CF3Pz)
and 4-fluorophenyl (4-FPz) substituents, showed similar efficiencies in generating
reactive species. However, they exhibited a clear difference in their ability to
permeabilize model membranes. The reason for this discrepancy is still unknown, and
it was not investigated yet if this difference impacts their phototoxicity in tumor cells.
Considering this, the main objective of this work is to compare the photodynamic
efficiency of 3-CFsPz and 4-FPz in cells in vitro and to explain any differences through
the identification of radical species and oxidation products formed during lipid
photooxidation. For this purpose, the Pzs were incorporated into liposomes composed
of 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (POPC), dioleoylphosphatidylcholine (DOPC), and soybean
phosphatidylcholine (SOY 95%) at a concentration of 0.5 mol% PS and were irradiated
with red-region light sources depending on the experimental setup. Reactive species
detection was performed using electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy,
while lipid photooxidation products were characterized using mass spectrometry and
gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). Photodynamic
efficiency was also assessed in model membranes through membrane leakage assays
monitored by fluorescence, as well as in vitro using cell viability assays on HaCaT and
A431 cell lines. Finally, a conformational and spatial characterization study of the
compounds in membrane environments was carried out using theoretical calculations
performed in GROMACS. When encapsulated in liposomes, 3-CF3Pz showed a 3.6-
fold greater phototoxic activity (ICso = 0.23 uM) against A431 (tumor cell line) compared
to 4-FPz (IC5, = 0.83 uM). These results align with the membrane leakage assay, in
which, after 30 minutes of irradiation, 3-CFsPz induced 96% permeabilization, whereas
4-FPz reached only 16%. EPR data revealed no significant difference in oxygen
reactive species production between the two Pzs, and ESI-MS results showed
comparable levels of lipid hydroperoxides. However, GC-MS analysis indicated that 4-
FPz is more efficient at producing fatty acids, while 3-CF3Pz favors the formation of
lipid aldehydes, which are known to compromise membrane integrity. Molecular
dynamics simulations demonstrated that following lipid hydroperoxidation, 4-FPz tends
to reside in the hydrophilic region of the lipid bilayer, whereas 3-CF3Pz diffuses deeper
into the lipophilic region, rich in unsaturated lipid chains. Reactions occurring at these
unsaturations can lead to carbon chain cleavage and pore formation in membranes,
thereby explaining the greater phototoxic efficiency of 3-CFsPz. In conclusion, a
significant difference in phototoxicity between the two Pzs was observed, which may



be attributed to the formation of short-chain lipid species particularly lipid aldehydes
arising, at least in part, from the preferential positioning of 3-CFsPz following lipid
hydroperoxidation during the photosensitization process.

Keywords: tetraazoporphyrins, cancer, keratinocytes, photodynamic therapy,
squamous cells.
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1. INTRODUGAO
1.1 TERAPIA FOTODINAMICA

A busca pelo desenvolvimento de novos compostos e metodologias que
possam auxiliar no tratamento dos diversos tipos de cancer ocorre ha mais de meio
século. Desde que Rosenberg, em 1965, observou a inibicado da divisao celular em
Escherichia Coli pela cisplatina,’ inimeras descobertas foram feitas, e com isso,
novas abordagens foram sendo desenvolvidas. Dentre estas abordagens, pode-se
citar a Terapia Fotodindmica (TFD), que ganha destaque por ser menos invasiva e
mais seletiva aos tumores, quando comparada a quimioterapia e radioterapia,
podendo substituir ou complementar essas técnicas de tratamento padrao. Desde o
primeiro relato feito por Thomas J. Dougherty em 1974,2 a TFD evoluiu
consideravelmente para se tornar um protocolo médico consolidado por diversas
agéncias de regulamentacdo. Atualmente, esse procedimento € prescrito ndo apenas
para tratamento de tumores, mas também de inUmeras outras enfermidades, tais
como pé diabético, acne inflamatdria, degeneragdo macular, entre outros.>” A TFD
tem também sido amplamente investigada para inativagdo de microrganismos como
bactérias, protozoarios e fungos que apresentam multirresisténcia aos medicamentos
convencionais.?-10

A TFD utiliza-se de um fotossensibilizador (FS), que quando na presenca de
oxigénio e de luz, é capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo
responsaveis por oxidar biomoléculas, como lipideos, proteinas e acidos nucleicos, e
consequentemente induzir a morte celular.” A Figura 1 ilustra o protocolo de um
tratamento, no qual o paciente é administrado com uma formulagao contendo o FS e,
ap6s aguardado um intervalo de tempo para acumulo deste farmaco, a leséo é
irradiada com luz (geralmente visivel), resultando na destruicdo das células tumorais

e cura do paciente.

Cy
%)

= , =

Figura 1 - Representagédo esquematica do tratamento de uma lesao cutdnea com TFD em um
paciente.

@
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1.2 MECANISMOS DE ACAO DOS FS

Ha um consenso na literatura de que, nesse tipo de intervengao, o FS pode
operar por meio de dois mecanismos distintos, sendo eles nomeados de tipo | e tipo
II. Em ambos os mecanismos, um elétron do FS no estado fundamental (So) é excitado
para o estado singleto de mais alta energia (Sn), por meio de uma fonte luminosa. A
partir dai, este elétron sofre processos de converséao interna, passando para estados
eletrénicos excitados de mais baixa energia, seguido de decaimento ndo radiativo até
assumir o estado singleto excitado de mais baixa energia (S1). Em seguida, esse
elétron pode sofrer basicamente trés processos: (i) decair para o estado fundamental
de forma nao radiativa, (ii) decair emitindo energia em forma de luz, fenbmeno
conhecido como fluorescéncia, ou (iii) sofrer um cruzamento intersistema (CIS)
passando a ocupar um estado excitado tripleto. Uma vez que ocorra o CIS, este
elétron pode sofrer novamente conversado interna e decaimento nao radiativo,
passando a ocupar o estado tripleto de menor energia (T1). Em seguida, ele pode
seguir novamente com o decaimento para o So de forma n&o radiativa ou emitindo
energia (fosforescéncia), ou participar de um dos dois tipos de mecanismos (tipo | ou
tipo Il) mencionados anteriormente. Um esquema contendo estes processos descritos

acima esta representado na Figura 2, por meio de um diagrama de Jablonsky

simplificado.
Sh — §;
C Mecanismo
2 Cruzamento Tipo |
%‘ intersistema
S1 Tn ®
C%
, —  Ti [
Lu A B C o 102 Permeabilizacdo
D Cc g de membranas
: .
8 /Mecanismo 205
So L Tipo Il

Morte
Celular

Figura 2 - Diagrama de Jablonski aplicado a terapia fotodindmica, ilustrando: (A) excitagao eletrénica,
(C) decaimento nao-radiativo, (B) fluorescéncia, (D) fosforescéncia e formagao de ROS (Tipo | e II).

No mecanismo do tipo I, o FS no estado excitado (°FS) pode interagir com o
oxigénio molecular ou diretamente com alvos biolégicos por meio da transferéncia de
elétrons ou de hidrogénio favorecendo a formagao de radicais superdxido (O2) e

alcoxilas (HO"). No caso de lipideos, a interagdo com um FS no estado tripleto pode
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resultar em um radical lipidico L*, que ao reagir com oxigénio molecular resulta na
formagao de um radical hidroperdxido (LOO"). Este por sua vez, pode levar a formagéao
de outros produtos de oxidagdo em reagdes de propagacéo, tal qual representados
na Figura 3. Dentre estes produtos, pode-se citar epoxidos, alcoois, cetonas e
aldeidos lipidicos. E valido ressaltar que a formacdo de aldeidos pelo processo
denominado cisdo beta resulta na quebra da cadeia alquilica, formando lipideos

truncados, ou seja, de cadeia curta.
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O Propagagéo da reacido

Figura 3 - Principais reac¢des e produtos gerados pelo mecanismo tipo | na terapia fotodindmica
utilizando fotossensibilizadores. Fonte: Adaptado de [12].

Por outro lado, no mecanismo do tipo Il, o FS no estado tripleto interage
especificamente com o oxigénio molecular do meio, mediante transferéncia de
energia, convertendo-o de um estado tripleto (30z2) para singleto ('O2), como mostrado
no diagrama apresentado pela Figura 2.3 Ao interagir com lipideos insaturados, o
oxigénio singleto reage com a dupla ligagdo da cadeia alquilica, produzindo apenas o
hidroperdxido correspondente, por meio de reagdes do tipo “Alder-eno”, em que o
hidrogénio alilico interage com uma espécie endfila com o intuito de formar uma nova
ligagdo quimica com a migracgao da ligagcdo dupla e deslocamento do hidrogénio.'?

Em ambos os casos, as EROs formadas podem interagir ndo somente com
lipideos, mas com diferentes biomoléculas e oxida-las, resultando em um dano

irreversivel para células e organelas, que perderdo sua fungdo.'
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1.3 SISTEMAS DE IRRADIAGAO E ABSORGAO DE LUZ NA PELE

Dada a vasta diversidade de fotossensibilizadores disponiveis e suas
respectivas aplicagdes, € possivel observar que diferentes sistemas de irradiacao
foram desenvolvidos para atender a essas especificidades em clinica. A considerar a
regiao a ser tratada e o espectro de absorgao destes FSs, fontes de irradiagdo como
lasers,'#-16 LED’s'"18 | sistemas acoplados a fibra optica'® e até mesmo a luz do sol
sdo ou ja foram utilizados.?° Por se tratar de uma fonte monocromatica, os lasers
tornam-se um opg¢ao para a realizacdo de tratamentos mais localizado, de dificil
acesso e um pouco mais profundos, enquanto o LED esta voltado a casos mais
superficiais, com uma area de exposi¢gdo maior e que necessite baixas doses de luz.
Devido a estes aspectos e a alta disponibilidade comercial, essas duas fontes de luz
se tornaram as mais utilizadas na TFD.

Um outro fator a ser considerado é que o corpo humano é composto por uma
série de microestruturas complexas que se interligam, de forma a constituir ossos,
orgéos e tecidos.?' Os tecidos que constituem a pele possuem componentes intra e
extracelulares capazes de interagir e absorver luz em determinados comprimentos de
onda, a depender de suas estruturas moleculares.?? Moléculas como a melanina
absorvem luz em praticamente toda a faixa visivel, mas apresentam mais alta
absorcao na regiao do ultravioleta e azul. Processos de reflexdo e difracdo da luz
também ocorrem na pele, de forma que o grau de penetragdo da luz nos tecidos é
altamente dependente do comprimento de onda. A faixa especifica do espectro
eletromagnético que vai de 600 nm a 800 nm, chamada de janela terapéutica®>-2° é a
que apresenta maior penetracdo nos tecidos (até 1 cm) (Figura 4),%® dessa forma,
fotossensibilizadores ideais apresentam alta absor¢do de luz nessa regidao do

espectro.
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Figura 4 - llustracado representativa da capacidade de penetracao da luz na pele, que varia conforme
o0 comprimento de onda.

1.4. Interacdo entre um FS e membrana lipidica

Em geral, a eficacia dos fotossensibilizadores nas células alvo dependem nédo
apenas da capacidade de absorgao de luz e de producéo de EROs, mas também de
sua interagdo com as estruturas lipidicas da membrana celular e de organelas. Ao
longo do tempo a composigéo e estrutura da membrana celular foi alvo de grandes
discussdes com modelos que a definiram como uma parede celular (1682), evoluindo
aos poucos para uma representacdo em que levava em consideragao a existéncia de
uma bicamada lipidica (1925).2” Anos depois, adotou-se o modelo do mosaico fluido
que descreve a membrana celular como uma estrutura composta majoritariamente por
fosfolipidios, como fosfatidilcolinas (PCs), fosfatidiletanolaminas (PEs) e
fosfatidilserina (PSs), 28 junto a glicolipidios, colesterol e proteinas?® dispostos em uma
bicamada. A Figura 5 apresenta a estrutura quimica de PCs e PEs, lipideos

abundantes nas membranas.
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Figura 5 - Estruturas quimicas de lipidios de membrana: fosfatidilcolina (PCs) e fosfatidiletanolamina
(PEs).
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A membrana citoplasmatica € a primeira barreira a ser transposta por qualquer
farmaco para a entrada na célula. Dessa maneira, os FSs de maneira geral,
especialmente os mais lipofilicos, tenderdo a interagir fortemente com a bicamada
lipidica. As insaturagdes lipidicas tornam-se alvos faceis para EROs produzidas por
esses FSs, uma vez que os hidrogénios alilicos e bisalilicos se tornam mais reativos
e suscetiveis a ataques oxidativos. Uma vez oxidados, estes lipidios podem vir a reagir
novamente com o FS no estado excitado, ou um outro radical, resultando em um
radical alcoxila que, através de um processo chamado cisdo beta (beta scission), gera
um aldeido lipidico junto a radicais de cadeia curta (Figura 3).2° Essa conversdo pode
gerar danos estruturais nas membranas celulares, resultando em processo de morte
celular, como necrose ou apoptose, por exemplo.3°

A alta interagdo de alguns FS com membranas lipidicas tem sido explorada
para o carreamento dessas substancias até as células tumorais, por meio de
nanoestruturas denominadas lipossomos. Estes nanocarreadores correspondem a
vesiculas que podem ser constituidas por lipidios, esterdis, surfactantes e
polissacarideos. De acordo com a metodologia de preparo, os lipossomos apresentam
variacdo no numero de camadas, sendo unilamelares (do inglés unilamelar vesicles,
ULV’s) ou multilamelares (do inglés multilamellar vesicles, MLV's), assim como podem
variar em tamanho. Vesiculas de 20 a 100 nm s&o consideradas como vesiculas
pequenas (do inglés small unilamelar vesicles, SUV’s) e de 100 a 1 um, vesiculas
grandes (do inglés large unilamellar vesicles, LUV’s). Diferentes lipideos puros e suas
misturas podem compor os lipossomos. Lipideos como POPC, 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC), 1,2-Distearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DSPC),
1,2dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-(10-rac-glicerol) (DOPG), 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-
propano (DOTAP) e colesterol (Figura 6) sdo amplamente utilizados em formulagdes
para carreamento de farmacos. Estas composi¢gdes levam em consideragao a carga,

difusibilidade e estabilidade da membrana.
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Figura 6 - Representagéo de vesiculas lipossomais multilamelares (MLVs) e unilamelares (ULVs) e
estruturas quimicas de lipidios usados em sua formulagéo, como POPC, DPPC, DSPC, DOPG,
DOTAP e colesterol, que modulam propriedades como carga, fluidez e estabilidade da membrana.

Por serem em sua grande maioria estruturas enddgenas, os lipossomos
possuem uma alta biocompatibilidade e sua alta variabilidade pode conferir a suas
formulagbes caracteristicas e funcionalidades uUnicas.®' Quimioterapicos como
DaunoXome®, Myocet® e Onivyde™, aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA), sao encapsulados em lipossomos cuja composi¢dao € variavel; entretanto,
todos possuem uma fragao de colesterol. No mesmo contexto, destaca-se também o
Visudyne®, um fotossensibilizador encapsulado em lipossomo, que foi aprovado pelo
mesmo érgdo regulador nos anos 2000 para o tratamento da degeneragédo macular.3?
Além disso, estudos demonstraram que fotossensibilizadores como curcumina,
hipericina e temoporfirina (mMTHPC), quando aplicados a linhagem celular SK-OV-3
(célula epitelial de ovario), foram carreados por lipossomos contendo DSPC ou DPPC

em sua formulagao 33 .

1.5 FOTOSSENSIBILIZADORES PORFIRINICOS

Macrociclos constituidos por quatro grupos pirrdis sdo amplamente

reconhecidos por formarem a classe dos compostos porfirinicos, sendo sua forma
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mais conhecida o grupo “Heme” presente na hemoglobina, que € uma das principais
proteinas presente nas hemacias que constituem o sangue. As porfirinas, clorinas,
porfirazinas e ftalocianinas (Fcs) pertencem a esta classe e apresentam inumeras
aplicagdes decorrentes de sua capacidade de modulacdo eletronica e de suas
propriedades Opticas, por meio da modificagdo estrutural do anel com diferentes
substituintes ou coordenacgao com diversos ions metalicos.3*

Evidéncias disponiveis na literatura demonstram que, atualmente, alguns dos
farmacos amplamente utilizados como FSs na TFD pertencem a essa classe de
compostos, como é o caso do Photofrin® (porfirina), AlaCare® (porfirina), Foscan®
(clorina), Cytalux® (ftalocianina) e Laserphyrin® (clorina), além dos que estdo em fases
de testes clinicos e pré-clinicos.3>3® Macrociclos porfirinicos sdo vantajosos devido a
sua diversidade com relacao aos seus substituintes, visto que, as substituicdes podem
ocorrer no carbono meso do macrociclo, destacado na Figura 7 com circulos azuis
para porfirinas e clorinas, além dos carbonos (-pirrélicos, destacados com circulos
verdes para as porfirinas, clorinas e porfirazinas. Para as ftalocianinas os circulos

verdes destacam os carbonos « e B fendlicos.

N
\ NH
N
WL O Ab Q Q
Porfirinas Clorinas

Porfirazinas
Ftalocianina

Figura 7 - Estruturas quimicas representativas de trés estruturas analogas as porfirinas, com
destaques para os carbonos passiveis de substituigdo, sendo os circulos destacados em azul
representando os carbonos meso e os circulos verdes os carbonos B-pirrélicos e « e 8 fendlicos.

Essa gama de possibilidades torna essa classe de compostos bastante
versateis, seja com substituicbes que favoregcam a modulacao de suas propriedades
fotoquimicas e fotofisicas ou substituicbes que priorizem a sua interagdo com
membranas ou alvos de interesse bioldgico.

As Pzs e Pcs apresentam uma alteracéo estrutural em relagao as porfirinas, na
qual cada carbono vinilico do macrociclo € substituido por um atomo de nitrogénio.

Apesar de provocar a inativagao das posi¢cdes meso a substitui¢do, isso resulta num
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aumento significativo da absorgdo de luz na regido do vermelho e aumento na
localizagdo da densidade eletrénica no centro do macrociclo e na polarizagao das
ligacbes N-H dos nitrogénios do pirrol, facilitando sua coordenagdo com ions
metalicos.3”38 (Figura 7). Além disso, observa-se para as Pzs uma maior reatividade
nas posi¢cdes B-pirrdlicas, comparado as porfirinas, possibilitando reacbes de
substituicdo,® em que os substituintes utilizados podem atuar como doadores ou
retiradores de densidade eletrénica, moldando assim suas propriedades eletrdnicas 3°

As Pzs podem ser empregadas em diversas areas, dentre elas destacam-se a
sua utilizagdo como sensores Opticos nao lineares, sensores quimicos e cristais
liquidos. Apesar das interessantes propriedades fotofisicas destes compostos, ainda
sS40 poucos os grupos de pesquisa que buscam estudar a atuagao das Pzs em campos
voltados a area da saude, explorando sua emissao de fluorescéncia e producio de
especies reativas de oxigénio para aplicagdo em bioimagem, inativagdo microbiana e
TFD_34,40

Apesar de baixa solubilidade em agua, porfirazinas simétricas sado estudadas em
meio bioldgico ao serem carreada em lipossomas.*'#?2 De acordo com a literatura,
porfirazinas metaladas com magnésio e substituidas com os grupos morfolinoetil
carreados em uma formulacdo de POPC:POPG aplicadas as linhagens celulares
SCC-25 e CAL-27 (carcinomas de células escamosas de lingua) apresentaram
atividade fototoxica, porém com ICso em concentragdes superiores a 2 uM.** Em
contrapartida, outro estudo demonstra que a sulfanil tribenzoporfirazina, também
metalada com magnésio, em uma formulagdo de DOTAP:POPC, apresentou
fototoxicidade bastante superior. Para as linhagens HSC-3, carcinoma de célula
escamosa da boca, Hela, linhagem celular humana imortalizada, e CAL-27, valores
de ICso de 0,013, 0,042 e 0,007 uM, foram encontrados, respectivamente,**45
revelando alta eficiéncia fotodinamica para esse composto.

Em um estudo prévio realizado pelo grupo, foram sintetizadas e caracterizadas
algumas Pzs em que variou-se as propriedades indutivas dos substituintes S-pirrélicos
a fim de modular as propriedades fotoquimicas e fotofisicas do macrociclo.3® Nesse
estudo, viu-se que duas delas (Figura 8) apresentaram uma capacidade de
permeabilizacdo de membranas miméticas bem distintas, onde a porfirazina
substituida com grupos 3-trifluorometilfenil apresentou uma eficiéncia muito maior do

que a 4-fluorofenil. Nao se investigou até o momento, porém, se existe distingdo nos
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mecanismos de acado destes compostos, nem se ha uma diferencga significativa de

eficiéncia fotodindmica em células tumorais para ambas essas Pzs.

Figura 8 - Representagéo estrutura das metaloporfirazinas de magnésio substituidas no carbono -
pirrélico (circulos verdes) pelos grupos 3-trifluorometilfenil (3-CFsMgPz, destacada em vermelho) e 4-
fluorofenil (4-FMgPz, destacada em azul).
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade fotodindmica de duas porfirazinas, substituidas pelo grupo
3-trifluorometilfenil e 4-fluorofenil, e caracterizar produtos de fotooxidacao lipidica
provenientes da fotossensibilizagdo de membranas miméticas com o intuito de

identificar seus mecanismos de acao na terapia fotodinamica.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a eficiéncia fotodinamica das porfirazinas nas linhagens celulares
A431 e HaCaT in vitro;

e Comparar a capacidade de produgao de oxigénio singleto e de outras espécies
reativas de oxigénio das porfirazinas em solugao isotropica e em suspensdes
lipossomais;

e Caracterizar e quantificar diferentes tipos de produtos de fotooxidacao lipidicas
formados apds a fotossensibilizacdo dos compostos em membranas
miméticas;

¢ Identificar a interacao e localizac&o das porfirazinas em bicamadas lipidicas por

calculos de dindmica molecular.
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3. MATERIAIS

As substancias usadas, sem tratamento prévio, para as reagdes de obtencao
dos compostos porfirinicos, estudos fotofisicos e estudos biologicos s&o: acido 9,10-
antracenodiil-bismetilenodimalénico (ABDA, = 90%, Sigma), alcool etilico (EtOH, P.A,,
Synth, Neon, Moderna), alumina basica (0.05-0.15 mm, Fluka), azul de metileno (P.A.,
Grupo Quimica), cloroférmio-d (CDCls, 99,9%, Cambridge, I.L.), sulfato de sdédio
anidro (P.A., Synth), sulfito de sodio (P.A., Neon), alcool metilico (MeOH, P.A., Synth,
Moderna), Dimetilsulféxido (DMSO, = 99%, Neon), Cloridrato de O-metil-hidroxilamina
(O-MtAm, = 98%, Sigma-Aldrich), N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA, =
99%, Sigma-Aldrich), Cloreto de trimetilsilli (TMCS, = 99%, Sigma-Aldrich),
paraformaldeido (PFA, 95%, Sigma-Aldrich), Heptano (HPLC, = 99%, Sigma-Aldrich),
Lecitina de soja (SOYPC, >95%, Avanti), POPC (>99%, Avanti), DOPC(>99%, Avanti),
DMPC( >99%, Avanti). Tetrahidrofurano (THF, = 99,5%, Synth, Merck) foi passado por
alumina basica, destilado e armazenado em recipientes com peneiras moleculares
antes do uso. As peneiras moleculares (4 A, Strem Chemicals) foram ativadas com o
auxilio de um macarico em um sistema com vacuo constante. Os meios de cultura
RPMI 1640 com indicador e sem indicador foram preparados pela Prof. Dr2. Heveline

Silva.
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4. METODOLOGIA
41 PREPARO DO FILME LIPIDICO

O preparo das vesiculas lipidicas contendo as porfirazinas foi realizado através
do método de hidratagado de filme lipidico*®, no qual uma solugéo do lipidio em THF foi
transferida para um baldo de fundo redondo envolto por papel aluminio, em que se
adicionou a solugao do fotossensibilizador com concentragao correspondente a 0,5
mol% em relagao aos lipidios. A mistura foi rapidamente homogeneizada e o solvente
foi evaporado em um Rotavapor R-124 com banho aquecido B-481 (Buchi
Labortechnik AG™) sob rotagdo constante. O banho do equipamento foi aquecido em
uma faixa de 45°C a 50°C e a pressao interna do sistema regulada para a faixa de 3,8
mPa a 4,0 mPa. Uma vez seco, diminui-se a rotagdo do equipamento e regulou-se a
pressao para 8,0 mPa, deixando o sistema em aquecimento por mais uma hora para
eliminacao total do solvente. O baldo foi armazenado em um dessecador sob vacuo e

guardado no escuro por 12 horas.

42 PREPARO DA SUSPENSAO LIPIDICA

Apos o preparo do filme lipidico contendo o fotossensibilizador, adicionou-se
1,0 mL de agua Milli-Q ao baléo, que foi conectado novamente ao evaporador rotativo
e submetido a uma faixa de temperatura de 45°C a 50°C. Agitando vigorosamente a
pressao atmosférica por 10 minutos. O conteudo do baldo foi em seguida passado 13
vezes por uma membrana de policarbonato de 0,1 um (Avanti™) acoplada a uma mini-
extrusora de lipossomos (Avanti™, catalogo #610000-1EA) aquecida a 45°C. A
suspensao de lipossomos extrusada foi armazenada em um eppendorf envolto por
papel aluminio até o uso. A concentracdo de FS encapsulado foi calculada por
espectrometria de absor¢cao UV-VIS, adicionando-se um volume da suspensao lipidica
em 2 mL de THF e utilizando o coeficiente de absortividade molar da porfirazina

correspondente para calculo da concentragao.

4.3 CULTURACELULAR

O estudo da eficiéncia fotodinamica dos fotossensibilizadores foi realizado em

duas linhagens celulares: HaCaT, queratinécitos humanos de tipologia normal, e A431,
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carcinoma nao melanoma, utilizando a infraestrutura do laboratério SibLab
coordenado pela Profa. Heveline Silva. As células HaCaT foram cultivadas em meio
DMEM com pH = 7,2, suplementado com 1% de piruvato de sodio, 10% de soro fetal
bovino (SFB), HEPES em uma concentracéo de 4,0 mM, bicarbonato de sédio a 14,0
mM, ampicilina a 0,27 mM e estreptomicina a 0,06 mM. Ja as células A431 foram
propagadas em meio RMPI 1640, suplementado pelos reagentes descritos acima com
excegao do piruvato de sddio. As linhagens foram mantidas em incubadora a uma
temperatura de 37°C, com umidade atmosférica e a uma concentracao de 5% de CO2

até atingir 70% de confluéncia.

4.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O estudo de viabilidade celular foi executado simultaneamente para as duas
linhagens celulares, HaCaT e A431, ambas ressuspensas utilizando-se uma solugao
de tripsina/EDTA, e em seguida distribuidas em placas de 96 pogos, a uma
concentragdo de 5 x 103 células viaveis por poco. As placas foram incubadas nas
mesmas condigdes utilizadas para a propagacao celular por 24 horas. Em seguida, o
meio foi removido e substituido por 100 uL de uma solu¢do contendo meio de cultura
junto a suspensdo lipossomal do FS preparada com lecitina de soja nas
concentragdes de 10,0 uM, 5,0 uM, 1,0 uM, 0,5 uM, 0,1 uM, 0,05 uM e 0,01 uM. O
volume final foi ajustado com uma solugao salina tamponada com fosfato (PBS) e as
placas permaneceram na incubadora por mais 4 horas cobertas com papel aluminio.

ApOs este intervalo, as placas tiveram o meio de cultura substituido por 100 pL
de meio sem vermelho de fenol e, em seguida, foram irradiadas durante 10 minutos
com um arranjo de LEDs vermelhos (620 nm a 630 nm), correspondendo a uma dose
de luzigual a 2,2 J cm™. Apds a irradiagdo, substituiu-se o meio utilizado na irradiagao
pelos respectivos meios de cultura suplementados, incubando na estufa novamente
por 48 horas. Para a quantificacdo da viabilidade celular, preparou-se uma solugao
aquosa de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) na
concentragéo de 2,5 mg mL-', adicionando-se 20 pL por pogo e incubando por mais 4
horas. O meio de cultura foi removido e os cristais de formazan foram solubilizados
em 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO). A medida de absorbancia de cada pogo em

570 nm foi realizada em um leitor de placas.*’
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4.5 ENSAIOS DE DANO SUBCELULAR

O estudo de dano subcelular foi realizado no Instituto de Quimica da USP Séao
Paulo no Laboratério de Processos Fotoinduzidos (LPFI) coordenado pelo Prof.
Mauricio Baptista. As células de cada uma das linhagens celulares HaCaT e A431
foram distribuidas e incubadas em placas de 24 pocgos, a uma concentragdo de 8 x
10% células viaveis por pocgo, utilizando-se da mesma metodologia descrita
anteriormente. Apos 24 horas, o meio foi removido e substituido por uma suspensao
lipossomal dos FS preparada com lecitina de soja, diluida em meio de cultura
suplementado com 10% de SFB até atingir a concentracdo de 1 uM para ambas as
porfirazinas. Na sequéncia, as placas foram levadas para a incubadora por mais 4
horas. Apds isso, o meio foi aspirado e substituido por PBS para que, logo em seguida,
as placas fossem fotossensibilizadas utilizando-se do irradiador LED BOX 650 nm
(Biolambda), durante 10 minutos, correspondente a uma dose de luz de 2,2 J cm™2.
Feito isso, o PBS foi aspirado e substituido por meio de cultura suplementado para
que a placa fosse incubada novamente por 30 minutos.

Posteriormente, o meio foi aspirado e substituido por solu¢gdes contendo meio
de cultura e um dos marcadores Lysotracker Deep Red (LTDR) ou MitoTracker Green
FM (MTG) a uma concentragdo de 100 nM e 200 nM respectivamente.*® As células
foram incubadas na estufa por mais 20 minutos e, em seguida, o0 meio contendo os
marcadores foi aspirado e uma solugao de PBS com o marcador de nucleo Hoechst
33258 (H258), a uma concentragao de 4 uM, foi inserida nos pogos. Apés 15 minutos
de incubacdo na estufa, as placas tiveram suas solugdes aspiradas e 0s pocgos
lavados com PBS. Para a fixacdo celular, adicionou-se uma solucédo a 4% de
paraformaldeido (PFA), incubando-se as células por mais 10 minutos, seguido de trés
lavagens sucessivas com PBS com intervalos de 5 minutos. As placas foram
analisadas em um microscopio de fluorescéncia Leica DMi8, com a utilizagdo dos
filtros representados no catalogo do fabricante como, A-DAPI (Excitagdo: 340 nm —
380nm; Emissao: LP 425 nm) para o Hoechst, L5-FITC (Excitagao: 460 nm — 500 nm;
Emissao: BP 512 nm — 542 nm) para o MTG e o Y3-CY3 (Excitagdo: 510 nm — 560
nm; Emissao: BP 573 nm — 647 nm) para o LTDR.
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4.6 ENSAIO DE VAZAMENTO DE MEMBRANA

Para a realizagao desse experimento, utilizou-se 0,5 mol% de FS carreados em
30 mg de POPC para o preparo do filme lipidico, hidratado com uma solug¢éao de 5(6)-
carboxifluoresceina (CF) a 50 mM em tamp&o Trizma®a 10 mM e pH = 8,0. As
vesiculas formadas foram submetidas ao processo de extrusdo por membrana,
conforme descrito anteriormente, e a suspensdo resultante foi purificada por
cromatografia em coluna utilizando Sephadex G-50 como fase estacionaria e uma
solugdo tampao Trizma® acrescida de NaCl a 300 mM como eluente para remogao da
CF nédo encapsulada. Antes de sua utilizagdo, a coluna foi pré-saturada com uma
solugéo contendo MLV de DOPC. Em seguida, 100 uL da suspenséo lipossomal obtida
foram diluidos em 400 uL de tamp&do em uma cubeta de quartzo com caminho éptico
de 10 mm, exposta a luz monocromatica vermelha (648 nm) de um laser por até 30
minutos. A emissado de fluorescéncia da CF foi acompanhada em intervalos de 3
minutos nos quais 10 uL da solucéo irradiada eram diluidos em 2 mL de tampao em
uma cubeta de quartzo com 10 mm de caminho éptico e com as 4 faces polidas. O
espectro de emissao foi registrado em um fluorimetro Cary Varian Eclipse (Agilent
Technologies) entre 480 nm e 650 nm previamente configurado para utilizar 470 nm
como comprimento de excitacdo e 5 nm para a abertura das fendas de emissao e de
excitacao. Apos a realizagao de cada leitura da solugao fotossensibilizada, adicionou-
se 10 puL de uma solugdo a 1% v/v de Triton X-100 e mediu-se novamente a emisséo
de fluorescéncia da solugao. A permeabilizacao relativa dos compostos foi calculada
pela Equacéao 1, apresentada abaixo.

Ar,
Ar, ap0s triton X Ag, (1)

Liberacdo de CF (%) =

Onde “Atn” corresponde ao valor da integracdo da area do sinal obtido apés um
determinado tempo de irradiacao. Torepresenta o tempo inicial.
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4.7 EFICIENCIA DE PRODUGAO DE OXIGENIO SINGLETO — METODO
INDIRETO

A eficiéncia na producao de oxigénio singleto foi medida pelo método indireto
de analise, utilizando a sonda hidrossoluvel ABDA, que reage especificamente com
esta espécie*®>'. As porfirazinas foram inseridas em lipossomos de DMPC,
preparados seguindo a metodologia descrita anteriormente. A solugdo para a medida
foi preparada em uma cubeta de quartzo, com 10 mm de caminho 6ptico e duas faces
polidas, sob agitacao constante de tal forma a obter-se uma absorbéancia da sonda em
400 nm igual a 1,0 u.a. e dos compostos em 648 nm igual a 0,03 u.a..5%53 A cubeta foi
irradiada com um laser (648 nm) por um intervalo de tempo definido e o decaimento
da sonda foi acompanhado pelo espectdometro UV-VIS Hewlett Packard 8453 (Agilent

Technologies).

4.8 EFICIENCIA DE PRODUGAO DE OXIGENIO SINGLETO — METODO
DIRETO

Assim como os experimentos de dano subcelular a eficiéncia de produgao de
oxigénio singleto pelo método direto também foi realizada no Instituto de Quimica da
USP Séao Paulo no Laboratério de Processos Fotoinduzidos (LPFI) sob a superviséo
do Prof. Mauricio Baptista. A eficiéncia das porfirazinas na produgcao de oxigénio
singleto foi medida por meio do decaimento de fosforescéncia desta espécie (1270
nm) apos a fotossensibilizagdo de ambos os compostos. A obtengcdo dos dados foi
feita com a utilizacdo do sistema de deteccédo de luminescéncia de oxigénio singleto
TCMPC1270-LED. Os ensaios ocorreram tanto em THF, quanto em suspensdes
lipossomais de DMPC e Lecitina de soja (95%), irradiando-as com duas fontes
luminosas distintas, sendo uma delas o laser pulsado de 5 ns a 10 ns, OPO-Rainbow,
com emissao configurada para 650 nm, e a outra 0 mddulo de LED (633 nm)
proveniente do proprio equipamento. As concentracbes das porfirazinas foram
ajustadas com a utilizacdo de um espectrdmetro de absor¢cao UV-VIS (Shimadzu
1800), normalizando todos os valores de absorbancia dos compostos no comprimento
de emissdao da fonte de irradiacdo, sendo absorbancia igual a 0,1 u.a. quando
irradiadas com o laser e 0,3 u.a. quando utilizado o moédulo de LED. Os resultados

foram comparados com dois padrdes distintos, sendo eles o azul de metileno (MB) e
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o dimetil azul de metileno (DMMB), ambos solubilizados em etanol e submetidos as

mesmas condicdes.

49 CARACTERIZACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO’S)
ANALISADAS POR RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

A deteccao das espécies reativas de oxigénio foi conduzida no Departamento
de Fisica da UFMG, no Laboratorio de Ressonéncia Magnética sob coordenacgéo do
Prof. Klaus Krambrock. Os compostos tiveram sua produgcédo de ERQO’s como oxigénio
singleto, radicais hidroxila e superoxido, analisadas em solugao por EPR em solugao
de THF e em formulagdes lipossomais de DMPC e DOPC. As solugdes estoque dos
compostos em solvente organico foram preparadas a uma concentracdo de 25 uM,
enquanto as vesiculas lipidicas apresentaram uma faixa de concentragdo de 60 uM a
100 uM, que foram diluidas até a concentragdo de 25 uM com a utilizagdo de agua
Milli-Q. As sondas utilizadas na analise foram a 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
(Hidroxi-TEMP), 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO) e a N-ter-Butil-a-fenilnitrona
(PBN), todas preparadas a uma concentracdo de 0,1 M. A fotossensibilizagdo ocorreu
apo6s adicionar 1 mL de cada uma das solugdes (do FS e da sonda) a um béquer de
5 mL sob agitagao, resultando em uma solugao cuja concentragao final foi de 12,5 yM
e 0,05 M, respectivamente. Esta solugao foi irradiada por uma lampada LED branca,
acoplada a um filtro vermelho, com uma passagem de banda entre 570 nm a 820 nm,
com maximo em 623 nm. As amostras foram coletadas em capilares de capacidade
de 50 pL (Hirschmann, Alemanha) e seladas com massa especial (Critoseal, EUA).
Os capilares entao foram inseridos em tubos de quartzo préprios para EPR (Wilmad,
EUA), de 250 mm de comprimento, 4 mm de didmetro externo e 3 mm de didmetro
interno. Os dados foram obtidos com uma faixa de campo de 332 mT a 340 mT quando
utilizado a modulagcdo do campo estatico igual a 0,1 mT e 332,5 mT a 338,5 mT com
a modulacao do campo igual a 0,05 mT.

410 CARACTERIZACAO LIPIDICA POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os ensaios de espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray
realizados para ambas as porfirazinas seguiu o protocolo de formacao de vesiculas

lipidicas previamente descrito, porém a suspensao lipossomal néo foi extrusada e a
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hidratagao do filme lipidico foi realizada logo apds a evaporagao completa do solvente
organico, com a adicdo de 0,5 mL de agua Milli-Q. A fotooxidagao foi conduzida
durante 30 minutos, sob agitacdo constante, em uma cubeta de quartzo, com duas
faces polidas e caminho 6ptico igual a 10 mm. A fonte de irradiagao utilizada foi o
MTO-laser (648 nm) ajustado para obter uma convergéncia total de sua abertura focal.
Ao longo do experimento foram retiradas aliquotas de 20 uL da solugdo, com
intervalos de 3 minutos cada, que foram solubilizadas em 1 mL de Metanol e injetadas
diretamente no espectrémetro de massas LTQ XL™ Linear lon Trap (Termo scientific)
comum analisador tripo quadrupolo. As configuragdes de analises do equipamento
foram otimizadas para utilizar a fonte, o capilar e a lente de tubo com tensdes iguais
a 5 kV, 27 V e 105 V respectivamente. Junto a isso, a temperatura do capilar foi

mantida a 270°C, enquanto o gas de arraste utilizou-se de 30 unidades arbitrarias.

411 CARACTERIZACAO DE PRODUTOS DE FOTOOXIDACAO POR
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO (RMN - 'H)

A caracterizagao dos produtos de fotooxidagao lipidica foram acompanhadas
via ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), realizados no Laboratério
de Ressonéncia Magnética multiusuario (LAREMAR), utilizando-se do magneto
Bruker Ascend Evo 400 MHz. Os produtos analisados foram gerados por duas
metodologias distintas, sendo a primeira a fotossensibilizacdo direta do filme lipidico
constituido de 0,5 mol% de FS carreado em 5 mg de Lecitina de soja, enquanto a
outra utilizou-se de uma suspensao lipossomal. No primeiro método, a solugao foi
gotejada lentamente em uma placa de vidro na presenca de um fluxo leve e continuo
de argbnio até que houvesse a formacdo de um filme em sua superficie.
Posteriormente, o filme foi submetido a irradiacdo por até 10 minutos com o laser MTO
(648 nm), ajustado para ter uma dispersao focal equivalente as dimensdes do filme
lipidico. Ja no outro a suspensao coloidal foi submetida a fotossensibilizagao por até
2 horas com o foco pontual do laser. Apds essa etapa, os produtos de fotooxidacao
foram extraidos da solugdo aquosa misturando a ela, partes iguais de metanol e
cloroférmio®*. A fragao orgénica foi evaporada utilizando-se o rotavapor. As amostras

obtidas foram solubilizadas em 0,6 mL de cloroférmio deuterado.
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4.12 ENSAIOS DE DERIVATIZACAO PARA A CARACTERIZACAO DOS
PRODUTOS DE FOTOOXIDAGAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA

A derivatizacao dos produtos de fotooxidacao lipidica para caracterizagcéo por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas ocorreu apos extragéo
dos produtos formados pelas vesiculas lipidicas fotooxidadas. Para isso, utilizou-se
0,5 mol% de FS carreados em 5 mg de lecitina de soja e irradiados com laser vermelho
(648 nm) por 30 minutos em uma cubeta de quartzo sob agitacdo constate. As
amostras foram solubilizadas em 50 uL de uma solugéo organica de piridina contendo
Cloridrato de O-metil-hidroxilamina (O-MtAm) a 4,0 mM, que, em seguida, ficou
armazenada a temperatura ambiente e sob o abrigo de luz por 16 horas.
Posteriormente, adicionou-se 10 uL de uma solugéo a 1% v/v de TMCS em BSTFA e,
apo6s sua homogeneizacgao, os frascos foram levados ao aquecimento em banho maria
por 1 hora a uma temperatura de 70°C, adicionando-se, por fim, 100 uL de n-Heptano.
O equipamento foi configurado para trabalhar na temperatura de 280°C no injetor, com
um gradiente de temperatura ao longo da corrida, partindo de 60°C durante 5 minutos,
seguido de um aumento de 10°C por minuto até 320°C, mantendo essa temperatura
constante por mais 15 minutos. Atemperatura da linha de transferéncia para o detector
e da fonte foram de 280°C e 250°C, respectivamente. As analises foram realizadas
em um equipamento de cromatografia a gas da Shimadzu, modelo GCMS-QP2010,
com injetor tipo split-splitless, acoplado a um auto injetor AOC-20i. A coluna utilizada
foi a Agilent DB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,55 um) e o gas de arraste foi o hélio com
vazao ajustada para 1 mL por minuto, com a faixa de detecgdo de massa ajustada
para 50-900 m/z.

4.13 SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR

O estudo tedrico foi realizado mediante a utilizagao de dois softwares distintos,
ambos caracterizados como programa de cdodigo aberto (open source). O inicio do
estudo se deu com a construgdo da bicamada lipidica, realizada com o programa
PACKMOL.> Nessa etapa, construiu-se um arquivo de input contendo as descrigcdes
dimensionais de uma caixa em que X e Y s&o iguais e possuem 84 A de comprimento
(X =Y =-12 A a 72 A) enquanto o eixo Z recebeu o valor de 103 A (de -10 A a 93 A).

Nesse arquivo, foram discriminadas a distribuicdo da fotossensibilizador, limitada a
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uma caixa menor, junto as 144 moléculas de POPC, distribuidas tanto na fragao
inferior quanto na fragdo superior da caixa, orientadas paralelamente ao eixo Z. Por
fim, adicionou-se, nas extremidades superior e inferior, uma camada espessa de
moléculas de agua, 50 para cada molécula de lipidio, conforme demonstrado na
Figura 9. A quantidade de moléculas de agua considerou nao apenas a solvatagao da
bicamada, mas também funcionou como barreira, impedindo que os dois lados da

bicamada interagissem verticalmente entre si devido as condigbes de contorno. %

Adigéo da molécula de FS Adicédo das moléculas de POPC Solvatagéo do sistema

Figura 9 - Demonstracao do processo de criagdo da caixa para a realizagao da simulagéo da dindmica
molecular

Todos os arquivos topologicos e estruturais utilizados nesta etapa e nas etapas
seguintes foram obtidos apdés a submissdo da estrutura molecular das espécies
trabalhadas no Automated Topology Builder and Repository (ATB).5” O output gerado
no formato “pdb” serviu de input para a criacéo do arquivo de extensao “gro” utilizado
pelo outro programa, o GROMACS v2024.3,%8 ele foi utilizado para todas as etapas
de calculo e simulagdes do estudo. Nele realizou-se uma minimizagdo de energia e
trés equilibragdes prévias, sendo duas delas voltadas para a equilibracdo de pressao
(Numero de particulas, Pressao, Temperatura (NPT)), com o acoplamento de pressao
Parrinello Rahman,®® semi-isotopico. As NPT’'s foram intercaladas por uma
equilibragao de volume (Numero de particulas, Volume, Temperatura (NVT)) e todas
as etapas dos calculos foram realizadas com PME (do termo em inglés Particle-Mesh
Ewald)® ativo com ordem igual a 4. A temperatura utilizada pelo sistema se manteve
a 300K e o tempo de relaxagao escolhido foi de 1,0 ps, junto a isso, aplicou-se também
as condigdes de contorno periddicas aplicadas para XYZ. As simulagdes da bicamada
lipidica foram realizadas em triplicata com o tipo de integragdo md-vv para o algoritmo
leap-frog durante 500 ns com passos de 2 fs.6' As condigbes aplicadas pelas

equilibragdes foram mantidas durante o calculo da dinamica molecular, com excec¢ao
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do tempo de relaxagdo que foi modificado para 0,5 ps. Todos os calculos foram
paralelizados para rodar em GPUS alocadas no cluster COARACI, alocado no Instituto
de Fisica Gleb Wataghin (IFGW) - Centro de Computagdo John David Rogers
(CCJDR) da UNICAMP, coordenado pelo Prof. Dr. Munir Salomao Skaf.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 VIABILIDADE CELULAR

Em estudos prévios realizados para uma série de porfirazinas de magnésio, em
que se variou 0s grupos substituintes para obtencdo de propriedades eletrénicas
distintas, observou-se que tanto a 3-CF3Pz quanto a 4-FPz apresentaram potenciais
de permeabilizagdo de membranas de lipossomos distintos 3°. Sob essa 6tica, decidiu-
se investigar se ambas apresentariam o0 mesmo comportamento com relagao as suas
respectivas fototoxicidades, em ensaios celulares in vitro. Os ensaios foram
conduzidos em células tumorais ndo-melanoma de pele (A431), e em células normais
de pele (HaCaT), com o intuito de obter informagdes acerca de seus indices
fototdxicos para ambas as linhagens, junto a seus respectivos indices de seletividade.
O experimento foi conduzido para ambos os compostos carreados em lecitina de soja
e irradiados em um sistema de LEDs vermelhos, e as curvas de viabilidade celular

obtidas estao apresentadas na Figura 10.
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Figura 10 - Curvas de viabilidade celular em fungdo da concentragdo do fotossensibilizador para
formulacdes lipossomais de lecitina de soja contendo a 3-CF3Pz e 4-FPz, em ensaios com e sem
irradiagao (LED, 620 nm a 630 nm, 2,2 J cm™2). As barras de erro representam o desvio padrao entre
o resultado dos pogos em uma mesma concentragdo de experimentos distintos.
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Conforme demonstrado, as curvas de viabilidade celular em fungdo da
concentragao foram ajustadas utilizando um modelo de regressao nao linear sigmoide
de Boltzmann para determinagcdo do perfil dose-resposta dos FS. Esse ajuste
matematico serve de auxilio para a determinagao de alguns valores de ICso0, que foram

extraidos e compilados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de ICso (UM) para as formulagdes lipossomais de 3-CF3Pz e 4-FPz nas linhagens
HaCaT e A431, com e sem irradiagao, incluindo o calculo do indice fototdxico e do indice de seletividade
(IS) entre linhagens.

HaCaT
ICs0 (uM) Cs0 (uM) indice fototéxico
nao irradiado irradiado
3-CFsPz 2,48 1,15 2,14
4-FPz 0,45 0,39 1,15
A431
3-CFsPz 4,12 0,23 18,30
4-FPz 4,99 0,83 6,06
Indice de seletividade (IS)
3-CFsPz 5,13
4-FPz 0,47

De acordo com os resultados apresentados, pode-se observar que a atividade
citotoxica das Pzs nao é significativamente diferente da fototoxicidade para as células
HaCaT, visto que os indices fototéxicos, calculados pela razdo entre ICso ndo irradiado
pelo ICso irradiado, para a 3-CFsPz e a 4-FPz foram iguais a 2,14 e 1,15,
respectivamente. Ja na linhagem tumoral, a presenca de luz induziu significativo
aumento na morte celular para ambos os FS, sendo que a 3-CF3Pz se tornou 18 vezes
mais ativa quando exposta a luz, enquanto a 4-FPz obteve um terco desse valor.

Ao realizar a mesma analise entre as linhagens celulares considerando apenas
os valores de ICs0 ap0s irradiacao, ou seja, o ICso resultante da fotossensibilizagcao
dos compostos em HaCaT e A431, torna-se possivel estimar a seletividade desses
compostos em suas condi¢des de maior atividade. Nesse ponto, é possivel identificar
que a 3-CF3Pz demonstrou um indice de seletividade 5 vezes maior para as células

cancerosas quando comparada as células normais, o que configura uma resposta
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altamente desejavel para um FS, uma vez que permite destruir células tumorais em
concentragdes que sao pouco toxicas para os tecidos normais durante o tratamento
com TFD. A 4-FPz, por sua vez, demonstrou uma seletividade inversa, chegando a
ser mais toxica para as células HaCaT.

A diferengca de atividade entre os FS pode ser correlacionada com alguns
fatores como o grau de incorporagao celular dos mesmos e uma possivel
diferenciagcao em sua localizacao intracelular. Levando em consideracédo que as duas
Pzs estdo carreadas em membranas lipidicas de mesma composicdo e com
distribuicdo de tamanho similares, supde-se que a diferenga na incorporacédo dessas
vesiculas em uma mesma linhagem celular seja minima, tendo em vista que
lipossomos tendem a ser incorporados pelo processo de endocitose.?2:63 Entretanto,
diferengas estruturais entre essas porfirazinas podem resultar num acumulo
preferencial em organelas intracelulares, como por exemplo no lisossomo,
responsavel pelo processo de digestéo celular®-% ou na mitocondria, resultando em

eficiéncias fototdxicas diferentes®’-70,

5.2 DANO SUBCELULAR

Realizou-se os ensaios de dano subcelular com o intuito de obter informacdes
a respeito da localizagao intracelular dos FS, visto que, danos em organelas
especificas poderiam vir a justificar a diferenga na eficiéncia fotodindmica dos
compostos. Este experimento foi realizado para ambas as linhagens celulares em uma
concentracédo de 1 uM para ambas as Pzs, que foram fotossensibilizadas com um
sistema de irradiacao distinto (650 nm) do experimento anterior, porém, buscando-se
manter a dose de luz e tempo de irradiacédo. As organelas alvo do estudo foram nucleo,
mitocondria e lisossomo, levando em consideragao as suas respectivas importancias
para o funcionamento regular da célula.

A sonda molecular H258, responsavel pela marcacdo nuclear, torna-se um
fluoréforo ao interagir com as duplas hélices do acido desoxirribonucleico (ADN) por
meio dos pares de bases adenina—timina presentes nos sulcos menores de sua
estrutura. O MTG, marcador de mitocondria, se difunde pela célula até chegar na
membrana mitocondrial, onde estabelece ligagdes covalentes entre o grupo funcional
clorometilfenil com os grupos tidis que constituem os residuos de cisteinas presentes

na parede mitocondrial,”'~"3 podendo também interagir com o potencial de membrana
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dessa organela.”! Por fim, o LTDR, marcador de lisossomo, se difunde através da
membrana celular até alcangar a membrana lipossomal, onde se torna fluorescente
ao ter seu grupo amino protonado pelo meio acido do lisossomo.”#-76

Devido a isso, quaisquer alteragdes no funcionamento destas organelas s&o
refletidas na fluorescéncia dos marcadores, indicando um possivel dano localizado.
Como a agéo dos FS é local, devido principalmente ao rapido decaimento do 'O2 no
meio intracelular, limitando sua difusdo a curtas distancias, pode-se correlacionar o

dano a localizagao do FS nas células.
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Figura 11 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando danos subcelulares induzidos pelos
compostos 3-CFsPz e 4-FPz em linhagem de célula normal (HaCaT) a 1 uM fotossensibilizados por
LED em 650 nm com uma dose de 2,2 J cm™.
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Ao observar a Figura 11, que apresenta as imagens do ensaio de microscopia
feito nas células HaCaT, é possivel identificar a integridade das 3 organelas estudadas
no grupo de controle, uma vez que as marcagdes estdo nitidas e as organelas
apresentam uma morfologia coerente. As células tratadas com os FS na auséncia de
luz (Figura 11 (a)) demonstraram uma marcacéo inalterada tanto para o nucleo como
para a mitocéndria. No entanto, é perceptivel uma alteracdo no padrao de marcagao
referente ao lisossomo, sendo possivel notar um espalhamento de fluorescéncia, que

indica um possivel dano causado pelos compostos a estas organelas.
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No grupo de células irradiadas (Figura 11 (b)), a variacao na fluorescéncia dos
lisossomos é menos visual, porém visualizando uma area maior do pogo, tal qual
demonstrado no (Apéndice D, Figura 49) para a FPz, é possivel inferir que ocorre uma
diminuicdo da emissao de fluorescéncia do LTDR. Para o grupo de células exposto a
3-CF3Pz sob irradiagéo, é possivel identificar uma perda de foco para a marcagéo com
o MTG. Todavia, como essa mesma alteragdo também é observada para a marcagao
nuclear, que demonstrou morfologia preservada, pressupde-se um erro experimental
no momento da aquisicdo das imagens e ndo uma resposta celular ao composto.
Comparando a resposta celular da HaCaT proveniente do dano gerado por ambos os
FS, é possivel inferir que ambos estao localizados majoritariamente nos lisossomos.
Apesar disso, a 4-FPz demonstrou uma maior capacidade de inviabilizar esta organela
para essa linhagem, o que pode explicar a maior toxicidade da 4-FPz na HaCaT
comparada a da 3-CFsPz na concentragao utilizada.

Transpondo a mesma logica do que foi discutido para os ensaios realizados
com as células cancerosas, € possivel perceber algumas diferengas nos padrdes de
marcagao apresentados pelo grupo controle (Figura 12). Nele observou-se uma
deformidade no padréo nuclear, que deve-se ao processo de divisdo celular que, por
ser mais acelerado em células tumorais, € possivel visualizar em mais células neste
experimento.”” Além disso, observa-se também uma baixa fluorescéncia para as
marcagdes com MTG, possivelmente relacionada a um erro experimental ocorrido
durante o manuseio das placas, o qual pode ter favorecido a replicacdo celular,
resultando assim em uma diluicdo do marcador devido a maior densidade de células
presentes no ensaio. Em contrapartida, o LTDR se manteve coerente com o padrao

de marcacao observado para as células HaCaT.
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Figura 12 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando danos subcelulares induzidos pelos
compostos 3-CF3Pz e 4-FPz em linhagem de célula cancerosa (A431) a 1mM fotossensibilizados por
LED em 650 nm com uma dose de 2,2 J cm™,
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Da mesma forma, ao analisar o grupo de células contendo as Pzs na auséncia
de luz (Figura 12 (a)), ndo foi possivel observar mudancas significativas na marcacao
das 3 organelas. Todavia, para o grupo irradiado (Figura 12 (b)), ocorre uma nitida
mudanca para as marcagoes do LTDR, cuja intensidade de fluorescéncia é quase
extinta, dando destaque para a 3-CF3Pz que se demonstra levemente mais eficiente
quando comparada a 4-FPz. Outro fator importante a ser discutido € que apds a
fotossensibilizagdo dos compostos, € possivel observar com mais clareza as
marcagdes mitocondriais. Essa resposta pode estar correlacionada com uma possivel
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permeabilizacdo na membrana citoplasmatica causada pela fotossensibilizagdo dos
compostos, facilitando o acesso do MTG as mitocéndrias.

Diante disso, é possivel afirmar que nao houve uma diferenca de localizagao
intracelular para ambos os compostos nas linhagens celulares estudadas. O dano
observado no lisossomo, indicado pela diminuicdo da fluorescéncia do marcador,
reflete uma variagdo no pH interno dessa organela. Essa modificagcdo no pH pode
gerar uma redugao da atividade de algumas enzimas como a catepsina, que sao
responsaveis pela degradagao de proteinas, além de poder causar um aumento na
expressdo de receptores Fcy, principal agente no inicio da inflamagéo tecidual ©2.
Consequentemente os resultados sugerem que o dano causado por esses FS pode

vir promover a morte por necrose celular.t”-78

5.3 ENSAIOS DE PERMEABILIZACAO DE MEMBRANA

Como os ensaios de localizacido intracelular ndo apresentaram evidéncias
significativas que justificassem a diferenca na eficiéncia fotodinamica desses
compostos, prosseguiu-se com a realizagdo de estudos comparativos em sistemas
mais simples, como por exemplo em membranas miméticas. Nesse sentido, com o
intuito de comparar a capacidade de permeabilizacdo de membranas entre as Pzs,
foram realizados experimentos de vazamento de membrana utilizando vesiculas
lipidicas constituidas por DOPC e 0,5 mol% de FS, contendo solugédo de
carboxifluoresceina em seu interior. Dentro das vesiculas, a concentracdo de CF é
alta, o que provoca uma supressao parcial de sua fluorescéncia. Quando a membrana
€ permeabilizada, a CF vaza para o meio extravesicular, resultando em sua diluicéo e
regeneracao da emissao. Logo, um aumento da fluorescéncia da CF ao longo do

experimento é indicativo de vazamento de membrana.
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Figura 13 - Porcentagem de permeabilizagdo de membrana acompanhada pela liberagao de
carboxifluoresceina ao longo do tempo, realizada com fotossensibilizagdo de lipossomos contendo as
Pzs sob irradiagao com laser em 648 nm.

O experimento resultou nas cinéticas de liberacdo de CF apresentadas na
Figura 13, que demonstra uma diferenciagao significativa entre os compostos a partir
de 6 minutos de irradiagdo, com um comportamento exponencial para a 3-CF3Pz.
Apos 30 minutos de irradiacdo sob laser vermelho, a 3-CF3Pz alcanga 100% de
permeabilizacido contra apenas 17% para a 4-FPz. Essa notavel diferenca na
capacidade de permeabilizar membranas pode explicar a maior eficiéncia
fotodindmica da 3-CFs3Pz frente a 4-FPz nas células tumorais, e pode estar
relacionada a dois fatores: (i) diferencas nos mecanismos de fotossensibilizacao e
consequentemente na formagéo de EROs e (ii) diferengas no posicionamento destes
FS na bicamada lipidica. Estes fatores afetam diretamente os produtos de oxidacao
lipidica formados e a eficiéncia de geragcdo dos mesmos, que por sua vez se
correlacionam com a cinética de vazamento de membrana.'? Dessa forma,
prosseguiu-se com experimentos de quantificagdo de EROs e caracterizagdo dos
produtos de fotooxidacao lipidica, além de ensaios de dindmica molecular em

bicamadas para ambas as Pzs.
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5.4 ENSAIOS DE EFICIENCIA DE PRODUCAO DE OXIGENIO SINGLETO -
METODO INDIRETO

Tendo em vista que, de acordo com a literatura, compostos que possuem um
maior rendimento quantico de oxigénio singleto sdo consequentemente mais
eficientes quando aplicados a TFD, optou-se por determinar o rendimento quéntico
para as Pzs em diferentes sistemas, sendo o primeiro em solvente organico, devido a
alta solubilidade destes compostos, e, em seguida, em uma suspensao lipossomal,
para simular um sistema biolégico. Em virtude disso, realizou-se dois experimentos
distintos para o mesmo propdsito: o método direto de detecgdo de 'Oz, que se baseia
na obtencado do sinal referente ao decaimento da fosforescéncia desta espécie em
1270 nm, e o método indireto, no qual a produgdo de oxigénio singleto foi
acompanhada por meio do decaimento da banda (400 nm) de absor¢do da sonda
molecular ABDA por espectroscopia de UV-VIS (Apéndice |, Figura 54), indicando a
formagdo de um endoperéxido (Apéndice H, Figura 53). O experimento para a
quantificacdo do rendimento quéantico de oxigénio singleto (¢a) realizado pelo método
indireto, foi conduzido carreando os FS em vesiculas de DMPC e irradiando-os com

um laser continuo em 648 nm.
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Figura 14 - Decaimento da absorbéancia da sonda ABDA (400 nm) indicando a geracéo de oxigénio
singleto por meio da fotossensibilizagdo do azul de metileno, 3-CFsPz e 4-FPz, excitados por laser em
648 nm. As barras de erro representam o desvio padrao entre o resultado obtidos entre as triplicatas
do experimento.
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Os resultados obtidos para esse experimento demonstraram que, por meio de
seus coeficientes angular (Figura 14), a 4-FPz apresentou eficiéncia relativamente
maior para a formacéo do '02 quando comparado aos demais compostos estudados.
No entanto, dados os altos desvios observados no grafico, pode-se considerar essa
diferenga como estatisticamente n&o significativa. Além disso, observou-se que o
padrdao MB apresentou um valor para o seu coeficiente angular muito baixo (-2,05 x
104), o que resultou em valores de ¢, igual a 77% para a 3-CF3Pz e 117% para a 4-
FPz, que nao sao reais.

5.5 ENSAIOS DE EFICIENCIA DE PRODUCAO DE OXIGENIO SINGLETO -
METODO DIRETO

Tendo em vista que através do método indireto nao foi possivel quantificar
apropriadamente a producdo de oxigénio singleto das Pzs, optou-se por realizar
também estudos para a obtencao de dados que permitam uma quantificacido direta da
producao de oxigénio singleto. Dessa forma, com os resultados obtidos através do
método direto para o sistema em THF, foi possivel plotar os graficos apresentados na

Figura 15, para a irradiagéo por laser (650 nm) e por LED (633 nm).
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Figura 15 - Decaimento de fosforescéncia utilizado para determinar o rendimento quantico de
oxigénio singleto (1270 nm), comparando a 3-CF3Pz e a 4-FPz em THF, com fotossensibilizagcao
realizada por laser (650 nm) e LED (633 nm).

A principio, foi possivel observar um comportamento distinto dos compostos a

depender da fonte de irradiagéo. Ao irradiar os compostos com laser (Figura 15(a)), a
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4-FPz demonstrou uma eficiéncia maior para a produgdo de '02 do que a 3-CF3Pz.
Ao integrar a area sob os graficos, obteve-se os valores de 6.634 e 4.295 para a 4-
FPz e 3-CFsPz, respectivamente, indicando uma eficiéncia 35% menor para a 3-
CF3Pz. Porém, quando utilizou-se o modulo de LED do equipamento, o
comportamento se inverteu, resultando em uma eficiéncia 10% menor para a 4-FPz.
A inversdo no comportamento dos FS pode estar correlacionada com uma maior
absorcao de luz pela 3-CF3Pz na faixa de emissao do LED, porém, como este médulo
nao foi caracterizado, ndo foi possivel normalizar os resultados corrigindo-os por suas
respectivas absortividades molares (Figura 15 (b)). Como forma de comparar os
calculos dos rendimentos quanticos de oxigénio singleto das Pzs, utilizou-se o padrao
azul de metileno em etanol, pois ndo ha valor do rendimento descrito na literatura para
THF. Dessa forma, utilizou-se a amplitude do sinal do decaimento ao invés da integral
para o calculo, uma vez que o tempo de vida do 'Oz varia com o solvente. Todavia, a
intensidade de sinal obtida para o MB foi baixa, (Apéndice J, Figura 55), fazendo com
que os valores de ¢ ficassem muito altos, sendo igual a 59% para a 3-CFsPz e 100%
para e para a 4-FPz (Figura 15(a)). Dessa forma, como os experimentos foram
realizados sob as mesmas condi¢des, uma comparagao qualitativa entre as curvas de
decaimento das Pzs ainda é valida para inferir a capacidade de produgao de oxigénio
singleto.

Levando em consideragao a aplicagdo em meio biolégico destes compostos,
as medidas demonstradas na Figura 16 foram realizadas com os FS carreados e em

uma disperséo lipossomal, tal qual feito para o método indireto.
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Figura 16 - Decaimento de fosforescéncia utilizado para determinar o rendimento quantico de
oxigénio singlete (1270 nm), comparando a 3-CFsPz e a 4-FPz, em DMPC com fotossensibilizagéo
realizada por (a) Laser (650 nm) e (b) LED (633 nm).

Atendéncia de formagao de 'O2 em agua, sob irradiagdo com laser e com LED,
segue o0 mesmo padrao dos experimentos realizados em THF, entretanto, na Figura
16, tanto os dados apresentados em (a) quanto em (b), chamam atencao devido a
reducao significativa de intensidade dos sinais, indicando uma produgao
consideravelmente maior de produgdo de 'O2 em agua. Isso se deve principalmente
a menor quantidade de oxigénio molecular disponivel em agua, considerando sua
menor solubilidade neste solvente comparado ao THF. Ja a outra esta correlacionada
com o tempo de vida apresentada por essa espécie em diferentes solventes, sendo
aproximadamente de 3 us a 4 us em agua®'7%81 e 30 us em THF®2, Essa mudancga se
deve a compatibilidade entre os modos vibracionais do 'O2 em comparagcdo com os
do solvente, dado que, quanto mais proximo um do outro energeticamente falando,
mais rapido ocorrera a transicdo dessa espécie para o seu estado fundamental de
forma nao radiativa, modificando assim a escala de tempo do sinal .8 Calculando o ¢,
sob as mesmas condi¢des realizadas para o anterior, chega-se ao resultado de 50%
para a 3-CF3Pz e 88% para a 4-FPz (Figura 16 (a)).

Como néo foi possivel observar nenhuma grande mudanga na producao de
oxigénio singleto ao fotossensibilizar as Pzs carreadas em lipossomas constituidos
por lipidio saturado (Figura 16 (b)), buscou-se estudar o comportamento desses
compostos quando carreados em um sistema lipidico insaturado (lecitina de soja),

simulando um sistema mais representativo do utilizado no meio biologico.
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A principio, esse tipo de sistema nao é utilizado para a obtengao de ¢ para
FSs, tendo em vista que as insaturagdes lipidicas podem gerar uma supressao da
formacdo do '02 considerando a sua possivel participagdo nos mecanismos de
fotooxidacao lipidica comentada anteriormente. Entretanto, ao se realizar uma analise
qualitativa, €& possivel extrair algumas informagdes relevantes. Uma delas é a
integragdo das curvas apresentadas pelo grafico Figura 17. Nela a area da 4-FPz
equivale a 41.334 enquanto o valor para a 3-CF3Pz é de 40.974. Comparando com os
dados obtidos com o experimento anterior, em que se utiliza de lipossomos com
lipideos saturados (Figura 16 (b)), a area correspondente a 3-CF3Pz apresentou uma

diminuicao de 7,24% enquanto a 4-FPz n&o expressou mudangas significativas.
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Figura 17 - Decaimento de fosforescéncia utilizado para determinar o rendimento quantico de
oxigénio singleto (1270 nm), comparando a 3-CFsPz e a 4-FPz, em Lecitina de soja com
fotossensibilizagéo realizada por LED (633 nm).

Na escala de tempo entre 0 us e 5 us (Apéndice L, Figura 58), é possivel
observar a cinética de formagdo do 'O2, que alcangca um maximo de intensidade antes
do seu decaimento. Ao comparar ambos os sistemas lipidicos, podemos observar uma
diminuicdo mais significativa para a intensidade desse sinal para a 3-CFsPz, o que a
principio ndo seria esperado, visto que as mesmas condi¢gdes experimentais foram
aplicadas para ambos os sistemas. Como os mecanismos de formagao do oxigénio
singleto competem com outras formas de decaimento de energia, como reag¢des de
transferéncia de elétron ou transferéncia direta de energia para biomoléculas,®* as

variacbes mais nitidas observadas para a 3-CF3Pz no experimento com lecitina de
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soja podem indicar uma participagado mais significativa desta Pz em mecanismos do
tipo |, com formacéo, por exemplo, de outros radicais além do oxigénio singleto e/ou
uma possivel participagéo de transferéncia de elétrons destes FS com as insaturagbes

lipidicas.

5.6 ENSAIOS DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA - EPR

Com a intengao de verificar a possivel formacado de radicais formados pelo
mecanismo de tipo | durante a irradiacéo das Pzs, realizou-se uma série de ensaios
de EPR utilizando trés tipos de agentes capturadores de spin (do inglés: spin trap),
sendo eles o TEMP, DMPO e o PBN. O TEMP é responsavel por interagir com oxigénio
singleto®® e os demais com radicais superoxidos, hidroxila e hidroperoxila8:28’. As
condicbes utilizadas para esses experimentos foram semelhantes as utilizadas nos
experimentos de 'O2, contudo, optou-se por utilizar DOPC para os experimentos que
se utilizaram de uma suspensao lipidica insaturada. Todos os sistemas foram
irradiados na faixa entre 560 nm a 750 nm.

Como todos os experimentos foram realizados em uma mesma concentragao
molar, foi necessario aplicar um fator de corre¢do levando em consideragcdo o
coeficiente de absortividade molar dos compostos, para normalizar a absorgao de luz,
dado que que a 3-CF3Pz possui uma absorgdo maior quando comparada a 4-FPz
(Figura 18). Com isso, todos os resultados obtidos da 4-FPz por meio desse
experimento foram normalizados multiplicando-se os valores obtidos por 1,282. Valor

proveniente da razao entre a area de grafico na faixa de emissao da fonte.
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Figura 18 - Comparagdo da absorbancia dos fotossensibilizadores 3-CF3Pz e 4-FPz em mesma
concentragao molar. A area sombreada indica a faixa espectral de emiss&o da lampada utilizada para
excitagao.

A principio, as medidas de EPR foram realizadas em THF com a utilizagdo da
sonda TEMP, para validacéo do protocolo experimental e para obtencdo de mais uma

evidéncia da capacidade de produgao de oxigénio singleto das Pzs.
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Figura 19 - Espectros de EPR obtidos com a sonda TEMP a 50 mM em THF, evidenciando a geracao
de oxigénio singleto pelos fotossensibilizadores 3-CF3Pz e 4-FPz, ambos a 12,5 uM
fotossensibilizados por uma ldmpada LED com filtro vermelho (560 nm a 750 nm).

A sonda TEMP reage especificamente com o 'O2 formando majoritariamente o

radical TEMPOL, que apresenta os trés sinais observados em cada espectro da Figura
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19. De acordo com os resultados apresentados, com o aumento do tempo de
irradiacdo das Pzs em THF, ha um aumento dos sinais do TEMPOL, devido a
formacao de 02 no meio. E possivel notar que a 4-FPz se demonstrou superior & 3-
CF3Pz na eficiéncia de producdo de 'O2. Entretanto, os espectros demonstram
algumas caracteristicas incomuns, quando comparados com parametros presentes na
literatura, tais como o alargamento das linhas e uma leve assimetria nos sinais que,

normalmente, possuem uma propor¢cao bem definida de 1:1:1.
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Figura 20 - Espectros de EPR em THF mostrando variagéo na largura de linha do aduto formados
pela reagdo da sonda TEMP com oxigénio singleto gerado pelos fotossensibilizadores 3-CF3Pz e 4-
FPz.

Comparando os dados observados na Figura 20, € possivel identificar uma
largura de linha de 0,30 mT até 60 minutos de irradiacdo para 4-FPz, entretanto, é
possivel ver uma pequena diferenca na largura de linha para 3-CFsPz, de 0,30 mT
para 0,34 mT. Essa variagdo pode ser atribuida a alta solubilidade do oxigénio
molecular no meio, que pode vir a favorecer interagbes magnéticas do tipo interagbes
de troca. Isso ocorre pois o radical nitroxil do TEMP possui sensibilidade ao tempo de
correlagcdo, ou seja, sensibilidade ao movimento de rotacdo de espécies
paramagnéticas presentes na solugdo. Assim, uma maior concentragdo de 302 é

capaz de tornar os movimentos mais lentos, consequentemente alargando o espectro.
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Figura 21 — Espectros de calibragdo da espécie TEMPOL onde (a) corresponde a caracterizagao do
espectro de EPR do radical TEMPOL utilizando a sonda ZnS:Mn em THF e (b) ajuste do espectro
experimental com simulagao baseada em uma combinagéo de 80% de perfil lorentziano e 20%
gaussiano.

Sendo assim, para que os sinais fossem devidamente caracterizados e os
parametros, como o fator g e a constante de acoplamento hiperfino (an), fossem
obtidos para posterior analise e simulagdo dos espectros, utilizou-se a sonda de
sulfeto de zinco dopado com manganés (ZnS:Mn*2)8, como mostrado na Figura 20.
Com isso, péde-se afirmar que o aduto gerado pelo TEMP corresponde a0 mesmo
sinal do TEMPOL, cujos parametros sdao demonstrados na Figura 20 (a) e
reproduzidos através de simulacao na Figura 21 (b), com linhas formadas por mistura
de um modelo equivalente a 80% Gaussiana e 20% Lorentzina capazes de reproduzir
com confiabilidade os parametros experimentais.

Com esses dados, tornou-se possivel realizar a quantificagcdo das espécies
geradas por cada um dos compostos, utilizando como parametro uma solugédo de

concentracao conhecida do TEMPOL, que é um aduto estavel.
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Figura 22 - Integracao dos sinais de EPR do aduto TEMPOL formado na presenca dos
fotossensibilizadores 3-CF3Pz e 4-FPz fotossensibilizados por uma lampada LED com filtro vermelho
(560 nm a 750 nm), comparados com uma solugao padrdo de TEMPOL 1,00 mM .

Ao comparar a intensidade dos sinais obtidos para os dois compostos em 60
minutos de fotossensibilizagdo sem a normalizagdo dos dados (Figura 22), observa-
se que, novamente, a 4-FPz apresenta uma tendéncia maior para a produgéo de 'O,
resultando em maior formacao de TEMPOL. Ao normalizar os valores obtidos para a
4-FPz, a area total de integragéo passa de 942 para 1.208, o que equivale a 1,03 mM
de TEMPOL produzido.
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Figura 23 - Analise cinética nos tempos iniciais da formagéao do aduto TEMPOL formado na presenga
dos FS’s 3-CF3Pz e 4-FPz fotossensibilizados por uma ldampada LED com filtro vermelho (560 nm a
750 nm).

Realizando uma analise cinética estritamente para os tempos iniciais dessas
reacdes (Figura 23) é possivel perceber que a constante de reagédo destes compostos
¢ ligeiramente distinta, tendo em vista que o ka-crapz) = 10,4 min-! enquanto o k-Fez)
= 16,1 min'. Ao converter os valores representativamente em porcentagem, a 3-
CF3Pz so representa 64,6% da 4-FPz. Esse valor é equivalente ao mesmo dado obtido
durante a quantificagdo de oxigénio singleto irradiada por laser em THF, validando o
protocolo de EPR utilizado.

ApOs as analises feitas com relagdo a producao de oxigénio singleto, seguiu-
se com a investigacao sobre a possivel formagao de radicais hidroxila, hidroperoxilas

e superoxidos no solvente organico, utilizando a sonda DMPO (Figura 24).
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Figura 24 - Espectros de EPR obtidos com a sonda DMPO a 50 mM em THF, mostrando a formacéao
de adutos induzida pelos fotossensibilizadores 3-CFsPz e 4-FPz fotossensibilizados por uma Iampada
LED com filtro vermelho (560 nm a 750 nm).

Airradiagao das Pzs em THF resultou na formacgao de sinais nos espectros do
DMPO, que foram identificados como dois adutos da sonda, sendo um deles o DMPO-
02" e o outro correspondente a um intermediario do DMPO-OH, visto como DMPO*

na Figura 25.
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Figura 25 - Simulagao espectral dos sinais obtidos para os adutos formados pela sonda DMPO apds
fotossensibilizagao.

Ambos os adutos foram produzidos em baixa concentracdo, visto que, ao
analisar os espectros sobrepostos seguindo a evolugdo da reagao nao se observa

diferenca significativa de intensidade o sinal central das espécies geradas, sendo
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atingido 164 de intensidade para a 3-CF3Pz e 94 para a 4-FPz. A nitida diferenca entre
os compostos € demonstrada por meio dos sinais gerados entre as Pzs e
demonstrados na Figura 25, resultante de uma proporgdo maior dos adutos DMPO-
OH para a 3-CF3Pz. Apesar deste resultado ser um indicio de que pode haver a
formagdo de outras espécies além do oxigénio singleto no meio estudado, sua
produgao em THF n&o implica em sua reprodutibilidade em disperséo lipossomal, tado
pouco em meio bioldgico.

Apos obter evidéncias de uma possivel formagao de radicais hidroxila ao se
utilizar do DMPO, optou-se por confrontar estes resultados com um experimento
utilizando a sonda PBN, com o intuito de caracterizar de forma clara a formagao dos

radicais derivados de hidroxilas, tendo em vista a estabilidade dos adutos gerados.
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Figura 26 - Obtencao dos espectros de EPR utilizando a sonda PBN a 50 mM em THF, evidenciando
a degradagao da sonda pela geragéo de 'Oz ao longo do tempo para ambas as Pzs
fotossensibilizadas por uma lampada LED com filtro vermelho (560 nm a 750 nm).
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Figura 27 - Simulagao espectral dos sinais obtidos para o aduto formados pela sonda PBN apds
fotossensibilizagdo da 3-CF3Pz.

Os espectros da Figura 26 mostram o aparecimento de sinais ao longo da
irradiagao, todavia, nenhuma espécie radicalar relevante foi caracterizada, ao final de
30 minutos, apenas os sinais correspondentes a degradagao da sonda (Figura 27).

Seguindo a légica dos ensaios anteriores, em que visa a realizacdo de uma
comparagao mais préoxima dos ensaios realizados em meio biolégico, os experimentos
de EPR também foram reproduzidos em agua, carreando os fotossensibilizadores em

lipossomas formados com lipideos saturados.
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Figura 28 - Espectros de EPR a uma modulagdo de 1G obtidos com a sonda TEMP a 50 mM em
sistema aquoso, evidenciando a geragéo de espécies reativas de oxigénio pelos fotossensibilizadores
3-CF3Pz e 4-FPz carreados em vesiculas de DMPC, ambas a 12,5 uM, fotossensibilizadas por uma
ldAmpada LED com filtro vermelho (560 nm a 750 nm).
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A Figura 28 apresenta os graficos obtidos com a sonda TEMP. E possivel
identificar uma diminuicdo na intensidade dos sinais em agua quando comparado as
medidas em THF. Essa diminuicdo pode estar correlacionada com a disponibilidade
do oxigénio molecular em solucdo tal qual discutido anteriormente. Junto a isso, é
importante ressaltar que os FS se encontram carreados em vesiculas lipidicas e as
sondas estdo dispersas na solugéo, o que faz com que o '02 tenha que se difundir
para fora da membrana antes de interagir com a sonda, aumentando a probabilidade
de decaimento do 'O2 antes da reagao.

Além da diminui¢do na intensidade do sinal, observa-se que para os espectros
com tempos de fotossensibilizacdo inferiores a 5 minutos, o produto formado
corresponde apenas ao radical TEMPOL, entretanto, para tempos de irradiagao
maiores, 0s sinais passam a apresentar uma assimetria. Essa assimetria foi
caracterizada e atribuida a formacdo de TEMPONE an = 1.61 mT, sendo perceptivel
com maior intensidade para a 3-CFsPz. Realizando o experimento com uma
modulagdo de sinal menor, de 1 G para 0,5 G (Figura 29), resultou em uma maior
resolucdo dos sinais, permitindo identificar e analisar os sinais referentes a cada

espécie formada.
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Figura 29 - Espectros de EPR a uma modulacéo de 0,5 G obtidos com a sonda TEMP a 50mM em
sistema aquoso, evidenciando a geragéo de espécies reativas de oxigénio pelos fotossensibilizadores
3-CF3Pz e 4-FPz carreados em vesiculas de DMPC, ambas a 12,5 uM, fotossensibilizadas por uma
l&mpada LED com filtro vermelho (560 nm a 750 nm). Sendo o primeiro sinal o resultado obtido
experimentalmente e os demais correspondentes a simulagdes.

Analisando os maximos de intensidade para cada uma das espécies durante a
fotossensibilizagdo, € possivel identificar que, enquanto a formagdao de TEMPOL
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ocorre de forma linear, o TEMPONE apresenta uma cinética exponencial, apos os
primeiros minutos de iluminacédo (Figura 30). E possivel perceber também que a 3-
CFsPz apresenta um maior grau de formagédo para ambas as espécies, entretanto,
como os mecanismos de formacdo do TEMPONE n&o sdo bem estabelecidos pela
literatura, ndo é possivel fazer uma correlagao entre o resultado obtido e uma possivel

rota mecanistica deste fotossensibilizador.

3-CF;Pz em DMPC (30 min) - TEMP (50 mM) - Mod_0,5G 4-FPz em DMPC (30 min) - TEMP (50 mM) - Mod_0.5G
= TEMPOL TEMPONE = TEMPOL TEMPONE
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Figura 30 - Cinética da formacgao dos adutos TEMPOL e TEMPONE em sistema aquoso gerados pela
fotossensibilizagédo da suspenséo lipidica de DMPC contendo a 3-CFsPz (a) e a 4-FPz (b). As linhas
solidas representam os ajustes dos dados experimentais.

Quando os mesmos parametros foram analisados em um sistema cujo
encapsulamento lipidico foi realizado com DOPC (Figura 31), nota-se um
comportamento distinto do anterior. Os espectros obtidos com TEMP em lipidio
insaturado se demonstraram mais simétricos, quando comparados aos obtidos em
DMPC. Essa evidéncia se torna um indicio de que a rota de formagcdo do TEMPONE
esta competindo com possiveis reagdes paralelas, como consumo do oxigénio
singleto para a peroxidagao lipidica, ou com reacdes de transferéncias de elétrons. E
notério também a inversao na eficiéncia dos compostos, dando a entender que nesse
sistema, a 4-FPz se demonstra mais eficiente na produgcéo de oxigénio singleto.
Acompanhando a reacdo com uma modulagdo mais baixa, torna-se evidente as

baixas concentragbes de TEMPONE (Figura 32).
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Figura 31 - Espectros de EPR a uma modulacado de 1G obtidos com a sonda TEMP a 50 mM em
sistema aquoso, evidenciando a geragao de espécies reativas de oxigénio pelos fotossensibilizadores
3-CF3Pz e 4-FPz carreados em vesiculas de DMPC, ambas a 12,5 uM fotossensibilizadas por uma
ldampada LED com filtro vermelho (560 nm a 750 nm)..
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Figura 32 - Espectros de EPR a uma modulagao de 0,5G obtidos com a sonda TEMP a 50 mM em
sistema aquoso, evidenciando a geragéo de espécies reativas de oxigénio pelos fotossensibilizadores
3-CF3Pz e 4-FPz carreados em vesiculas de DMPC, ambas a 12,5 uM fotossensibilizadas por uma
ldampada LED com filtro vermelho (560 nm a 750 nm)..
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Figura 33 - Cinética da formacdo dos adutos TEMPOL e TEMPONE em sistema aquoso gerados pela
fotossensibilizagéo da suspensao lipidica de DOPC contendo a 3-CF3Pz (a) e a 4-FPz (b). As linhas
soélidas representam os ajustes dos dados experimentais.

Ao expressar os dados em termos cinéticos (Figura 33), nota-se novamente
que a producado do TEMPOL segue uma tendéncia linear, enquanto o TEMPONE para
a 3-CFsPz apresenta uma produgdo exponencial até que se torne quase continuo
entre os 20 a 30 minutos de fotossensibilizacdo. Para a 4-FPz, a producédo de
TEMPONE é quase nula.

Por fim, os dados aqui apresentados, corroboram com a ideia de que, apesar
da 4-FPz possuir uma tendéncia maior para a producéo de 'O2 quando comparado a
3-CF3Pz, essa diferenga ndo aparenta ser o fator determinante para uma eficiéncia
fotodindmica elevada, como também néo é a responsavel pela diferenga na eficiéncia
destas Pzs. O mesmo comportamento foi observado para as demais espécies
radicalares identificadas e caracterizadas em baixas concentracbes em THF e nas
suspensodes lipossomais (dados nao apresentados). Dessa forma, fica evidente que a
producao direta de outras espécies reativas de oxigénio nao € determinante para a

acao destes fotossensibilizadores.

5.7 ENSAIOS DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS — ESI-MS

Tendo em vista a similaridade na capacidade de producao de EROs dos
compostos, o estudo prosseguiu com a investigagao voltada para a caracterizagao
dos produtos de oxidagao gerados apos a fotossensibilizagdo das Pzs carreadas em
membrana. Sabendo que os lipideos insaturados sao passiveis de sofrer oxidagao por
reagdes do tipo | e tipo Il com um FS, formando uma variedade de lipideos oxidados,
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realizou-se inicialmente um estudo prévio dos FS carreados em vesiculas de lecitina
de soja irradiadas por laser (648 nm). Aliquotas da suspensao lipossomal irradiada
foram diluidas em metanol e injetadas diretamente no espectrémetro de massas. A
Figura 34 mostra os espectros de massas registrados antes e apos 30 minutos de

irradiacao de lipossomos contendo a 3-CF3Pz como representativos.
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Figura 34 - Espectros de massas obtidos antes e ap6s 30 minutos de fotossensibilizagdo com laser
(648 nm) do fotossensibilizador 3-CFsPz carreado em lecitina de soja. A analise evidencia a oxidagao
lipidica ao longo do tempo. O sinal de m/z 700,60 refere-se ao padré&o interno utilizado para
normalizagao.
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Por se tratar de uma mistura lipidica, a lecitina de soja apresenta diversos sinais
no espectro, entretanto, devido a presenca do lipideo 1,2-di-(9Z,12Z-octadecadienoil)-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DLPC) na mistura, foi possivel observar um sinal com
valor de m/z igual a 782,67, referente a espécie [M+H]*, e outro sinal referente ao
aduto com ion sodio, representado pelo valor de m/z igual a 804,70, tendo em vista
que a contaminagao por sodio se torna bem comum para esse tipo de andlise.®

Contudo, apds 30 minutos de irradiacao, foi possivel identificar um padrao de
oxidagao pouco discutido na literatura, onde o sinal lipidico do aduto de sodio (804,70
m/z) é acrescido de +32 Da de massa sucessivas vezes, resultando nos sinais de
836,59, 868,56, 900,53 e 932,57 m/z, sendo essa Ultima produzida em baixas
concentracdes. Diante disso, todos os sinais apresentados foram correlacionados com
o grau de hidroperoxidagao lipidica, dado que, a massa do hidroperéxido gerado apos

a fotossensibilizagdo dos compostos corresponde a +32 Da.
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Figura 35 - Cinética da oxidag&o lipidica induzida por fotossensibilizacdo da 3-CFsPz e 4-FPz
carreada em lecitina de soja, obtida a partir da analise dos espectros de massas em diferentes
tempos de irradiagdo. As barras de erro representam o desvio padrao entre o resultado obtidos entre
as triplicatas do experimento.

Como ambas as Pzs apresentaram o mesmo padrao de hidroperoxidagao, foi
feito um estudo cinético semi-quantitativo por meio da determinacdo da abundancia
relativa das espécies formadas com uso de um lipideo saturado (DMPC) como padrao
interno. A Figura 35 mostra as cinéticas obtidas para ambas as Pzs. Observa-se que
com o progresso da irradiagéo, o DLPC (L) é consumido para formar inicialmente a
espécie LOOH e posteriormente as demais espécies com mais grupos hidroperoxido.
Nota-se que a producao de LOOH é bastante rapida nos minutos iniciais, mas diminui
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com o passar do tempo, indicando que essa espécie pode estar sendo consumida
para a formacdo das demais. Nao foi possivel identificar, porém, uma diferenca
estatisticamente significativa na produgao das 4 espécies oxidadas para ambas as
Pzs. Além disso, nao foi possivel identificar outros sinais correspondentes aos demais
produtos de oxidacao esperados e discutidos na literatura, como lipideos contendo
grupos epoxido, cetona, aldeido e alcoxidos que pudessem justificar uma diferenca
de eficiéncia na permeabilizacao de membranas para ambas Pzs.

5.8 ENSAIOS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR - RMN

Recorreu-se a realizagdo de ensaios utilizando-se a técnica de '"H RMN a fim
de identificar algum produto de fotooxidagdo ndo observado nos ensaios de massas
discutidos anteriormente. Na imagem abaixo, Figura 36, € demonstrado o espectro de
RMN obtido pela fotossensibilizagado da 3-CF3Pz carreada em filme lipidico de lecitina

de soja, utilizando-se o laser (648 nm) durante 5 e 10 minutos.

3-CF4Pz em filme lipidico de Lecitina de soja
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Figura 36 - Espectros de "H RMN, obtidos em campo de 400 MHz utilizando cloroférmio deuterado
como solvente, demonstram a fotooxidagao lipidica induzida por 3-CF3sPz em filme lipidico apos
fotossensibilizagdo por laser (648 nm). As regides destacadas com as letras a—e correspondem a
sinais caracteristicos dos produtos de oxida¢ao, como hidroperéxidos (a - ¢) e possivel formacgéo de
aldeido (c—e).

Neste ensaio, foi possivel observar novamente indicios de hidroperoxidacao
lipidica, levando em consideragao o surgimento dos sinais entre 1,8 € 2,0; 3,6 e 4,0 e
5,5 e 5,8 ppm, caracterizados como sinais de hidrogénios ligados a carbonos préximos
ao grupo hidroperoxido. Além disso, houve também o surgimento de dois sinais de
baixa intensidade, o primeiro em 9,7 ppm e o outro em 2,3 ppm, podendo ser uma

evidéncia acerca da formacao de aldeidos lipidicos.
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O mesmo experimento foi reproduzido para ambas as Pzs utilizando
suspensdes lipidicas, conforme demonstrado no (Apéndices N e O, Figuras Figura 60
e Figura 61), todavia, nao foi possivel identificar a presenca dos sinais referentes a
formacédo de aldeidos, assim como nao foi possivel observar nenhum sinal novo.
Acredita-se que a auséncia do sinal do aldeido lipidico pode estar correlacionada com
a perda do produto devido ao meétodo de extracdo e secagem utilizado apds a

fotossensibilizacdo.

5.9 ENSAIOS DE DERIVATIZAGAO ANALISADOS NO CG-MS

Com base nos resultados obtidos nos ensaios anteriores, ndao foi possivel
identificar outros produtos de oxidacao lipidica, além de hidroperoxidos, devido
provavelmente a baixa quantidade destes produtos de oxidagcdo gerados apds a
fotossensibilizagdo e a sua estabilidade nas condigbes de analise. Diante disso,
decidiu-se realizar uma nova série de experimentos utilizando a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, em virtude de sua alta sensibilidade e
capacidade de separacio, o que viabiliza a obtencéo de informacdes complementares
as demais técnicas. A fotossensibilizacao foi realizada com laser em uma suspensao
lipossomal de lecitina de soja, e os produtos foram posteriormente extraidos com uma
mistura 50:50 de cloroférmio e metanol. Em seguida, esses produtos foram
submetidos a um processo de derivatizagdo com o objetivo de torna-los mais

termicamente estaveis e volateis.
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Figura 37 - Cromatograma comparativo entre o lipidio puro e os produtos formados apos
fotossensibilizagédo da 3-CFsPz e 4-FPz, seguido de derivatizagéo.

Conforme esperado, devido a baixa concentracdo dos produtos de oxidacao
gerados, o cromatograma obtido apresentou de forma majoritaria um perfil equivalente
para ambas as Pzs quando comparadas com o controle (vesiculas lipidicas
derivatizadas) (Figura 37). Contudo, ao observar alguns tempos de retencéo
especificos, torna-se evidente o surgimento de alguns sinais cujo perfil de
fragmentacdo apresentado possui um alto grau de similaridade (>80%) com
substancias catalogadas na biblioteca do NIST. Restringindo o tempo de retencao
entre 14 e 15 minutos, por exemplo, observa-se dois sinais de maior intensidade
apresentados maijoritariamente no sistema contendo a 3-CFsPz, sendo ambos os
sinais referentes a aldeidos de cadeia curta (1 e 2 da Figura 38). Apesar da 4-FPz
apresentar alguns pequenos sinais neste intervalo de tempo de retencao, o perfil de
fragmentacao gerado para eles nao foi reconhecido pela biblioteca utilizada. Dessa
maneira, € evidente a propensao da 3-CFsPz para a formagao de aldeidos,

caracteristica que nao é observada na 4-FPz.
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para a 4-FPz apds sua fotosenssibilizagéo. (b) Estruturas propostas para os compostos identificados,
com base em perfis de fragmentacéo e dados do NIST.

Além disso, ao observar os tempos de retengdo entre 24 e 25 minutos,

identifica-se trés sinais sobrepostos, correlacionando os perfis de fragmentagdo dos

sinais 3 e 4 nota-se uma equivaléncia entre ambos, variando apenas a intensidade de

alguns ions, enquanto um terceiro sinal (5) apresenta um perfil levemente distinto dos

demais (Figura 39, (b)). De acordo com as sugestdes apresentadas pelo NIST, com

similaridade igual ou superior a 85%, as estruturas representativas para estes sinais
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correspondem a derivados de acidos graxos e apesar destas espécies serem
expressas nos demais sistemas, nota-se um aumento significativo de sua
concentracdo no sistema contendo a 4-FPz. Sabe-se que em altas concentragdes,
acidos graxos podem ser responsaveis pela permeabilizagdo de membranas e induzir
citotoxicidade,®® contudo, até o presente momento, tal espécie ainda nio foi relatada
na literatura como um possivel produto de fotooxidacgao lipidica por meio da acéo de
fotossensibilizadores.

Com base nos resultados obtidos, cria-se a hipotese de que a diferenga na
eficiéncia fotodinAmica desses compostos pode estar relacionada ao posicionamento
dos fotossensibilizadores nas membranas, visto que, os produtos que distinguem
ambas as Pzs sao a formacao de aldeidos lipidicos para a 3-CFsPz e a possivel
formagao de acidos graxos pela 4-FPz. Como a formagao de aldeidos lipidicos s&o
gerados a partir de reacgdes do tipo I, conhecidos como contato-dependentes, supde-
se que a 3-CF3Pz esteja de alguma forma mais préxima das insaturagdes lipidicas.
Em contrapartida, para que haja a formagao dos acidos graxos, supde-se algum tipo
de interagdo da 4-FPz com a parte polar do lipidio.

Como forma de investigar se a localizagdo desses compostos na bicamada
lipidica influencia a producao de determinados produtos de oxidagao observados nos
experimentos anteriores, optou-se por realizar calculos de dinamica molecular em
membranas contendo esses FS.

E valido ressaltar também que as propriedades redox destas duas Pzs sdo
diferentes, devido ao efeito eletrénico induzido pelos seus substituintes, como ja
reportado em estudo prévio®. O efeito mais retirador de elétrons do grupo CF3 torna
a 3-CF3Pz mais propensa a se envolver em reagdes de abstracado de elétrons de
duplas ligagdes, justificando, em parte, sua maior eficiéncia na formacéao de lipideos

de cadeia curta, que sdo responsaveis pela permeabilizagdo de membranas’?.

5.10 DINAMICA MOLECULAR

Os processos de obtengao de dados por meio de calculos tedricos iniciaram-se
com a criagdo e minimizagao de energia do sistema, contendo o objeto de estudo.
Estes objetos foram inseridos dentro de uma caixa, capaz de delimitar a posi¢do nas
quais as moléculas sao inseridas. De forma geral, os artigos presentes na literatura

costumam utilizar os algoritmos de membranas prontas, geradas e distribuidas pelo
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programa CHARMM-GUI®'™-®  desenvolvido e mantido por um grupo de
pesquisadores da Universidade de Lehigh, em Bethlehem, Pennsylvania. Todavia,
grande parte dessa literatura estuda e observa o comportamento de farmacos e
fotossensibilizadores de acordo com sua capacidade de interagir e de se inserir nestas
membranas lipidicas, o que acaba fugindo do escopo deste estudo. Como o intuito
das simulagdes seria observar o comportamento dos FS carreados em membranas
lipidicas, ou seja, que ja se encontram inseridos na bicamada, viu-se um grau de
complexidade maior ao tentar iniciar o estudo com a utilizagdo destas bicamadas
prontas acrescidas das Pzs. Dessa forma, optou-se por criar e adaptar a construgao
do objeto de estudo partindo do zero, obtendo as estruturas e parametros individuais
para cada constituinte e, em seguida, juntando-os de acordo com a motivagdo do

estudo.

e

Bicamada lipidica Bicamada lipidica Bicamada lipidica
(POPC) + 3-CF4Pz + 4-FPz

Figura 40 - Visualizacéo inicial das membranas lipidicas construidas com o software Packmol, antes
das suas respectivas equilibracdes. (I) Bicamada lipidica pura (POPC), (llI) bicamada contendo a 3-
CFsPz, e (Ill) bicamada contendo a 4-FPz.

Optou-se inicialmente por trabalhar com trés sistemas distintos: (i) constituido
apenas pelas moléculas de lipidio e agua, utilizado como referéncia; (ii) contendo as
mesmas quantidades de lipidio e agua, porém, acrescida de uma molécula da 3-
CFsPz; e (iii) tal qual o anterior, variando apenas a molécula de FS para a 4-FPz,
conforme demonstrado na Figura 40. A criagdo destas caixas foi realizada tal qual
descrito no (Apéndice R). Apds esse processo, verificou-se a estabilidade e
comportamento do sistema ao longo do processo de otimizagao das estruturas e da

minimizagao de energia livre, que seguiu os parametros demonstrados no Apéndice
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S. Como forma de validagao do método utilizado, os resultados de energia potencial,
densidade e pressao do sistema foram comparados com o script gerado por o
CHARMM-GUI para um sistema equivalente a bicamada lipidica pura. A energia
potencial apresentada pelo sistema utilizado foi de -3,64 x 10% kJ mol"' enquanto para
a membrana gerada pelo CHARMM foi de -3,50 x 10° kJ mol-!. Dada a proximidade
das energias e os demais parametros, pode-se seguir com as simulagdes conforme
0s parametros descritos nos Apéndices T-X.

Com as simulagdes devidamente prontas, o sistema teve suas posi¢des
corrigidas de acordo com o centro de massa da bicamada lipidica, e a trajetoria
alinhada por todo o eixo z, utilizando-se de um parametro progressivo disposto pelo
GROMACS que corrige a trajetdria, frame a frame, considerando sempre o centro de
massa da bicamada do frame anterior, diminuindo de forma geral a possibilidade de
se gerar um artefato nas anadlises que se seguiram. Uma vez corrigido, o arquivo de
saida torna-se um arcabougo para a extracdo de dados e a realizagdo de inumeras
analises, dentre elas, a andlise de densidade eletronica. Esse ensaio traz consigo
informagdes relevantes a respeito dos posicionamentos dos grupos constituintes da
bicamada lipidica uma vez que, ao realizar o experimento, o algoritmo ira percorrer o
eixo selecionado, dividindo-o em “fatias” e calculando a razdo do nimero de elétrons
do alvo analisado pela area. O resultado desse experimento € um grafico tal qual o

demonstrado na Figura 41.
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Somatorio (x100) Bicamada (x100) Agua (x100)
Insaturagdes (x10)

Densidade (Kg m?)

Distancia do centro da membrana (nm)

Figura 41 - Perfil de densidade eletronica da bicamada lipidica pura ao longo do eixo normal a
membrana (z). As curvas representam a densidade relativa a cada grupo especifico da bicamada
sendo as esferas de cor roxa, os grupos fosfato e as ligagdes destacadas em amarelo as
insaturagoes lipidicas.

De acordo com os dados obtidos, 0 comportamento médio do sistema lipidico
corresponde ao grafico apresentado. Ao sobrepor um dos frames extraido da
simulagcao com o grafico, torna-se possivel observar o posicionamento de algumas
regides de grupos especificos que constituem a membrana. Partindo do centro de
massa dessa bicamada, representado por 0 nm, & possivel delimitar algumas regides
de interesse, como por exemplo as insaturacdes lipidicas, entre 0,5 nm a 1 nm, a
regido hidrofilica dos lipideos, representada pelo grupo fosfato aproximadamente
entre 1,75 nm e 2,0 nm, e a regido do solvente, com distancia maior ou igual a 2,0 nm.
Com isso, mudancas no perfil de densidade para os sistemas contendo FS ou outros
farmacos dao informacdes sobre o posicionamento dessas moléculas na

membrana.9-98
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Figura 42 - (a) Perfis de densidade eletrdonica ao longo do eixo normal a membrana (z) para sistemas
com bicamadas constituidas apenas por POPC contendo 3-CF3Pz e 4-FPz. (b) Sdo mostradas
representacgdes estruturais de frames representativos extraidos da simulagao, evidenciando a
insercao e localizagédo dos fotossensibilizadores nas bicamadas.

De acordo com as simulacdes realizadas para a bicamada lipidica contendo os
FS, as insaturacbes se mantiveram com seu maximo de intensidade distribuidos na
mesma regido que a bicamada lipidica pura, contudo, os grupos fosfatos
apresentaram um leve deslocamento, juntamente com um estreitamento das bandas.
Essas mudangas podem estar correlacionadas com o enrijecimento e organizag¢ao dos
lipidios na presenga dos FS, onde a 3-CF3Pz apresenta uma organizagao sistémica
maior demonstrando influéncia em ambos os lados do empacotamento lipidico,
enquanto a 4-FPz induz uma mudanga mais intensa apenas na camada em que esta
posicionada, gerando assim uma assimetria nos sinais. Ao introduzir a molécula de
FS no sistema, torna-se possivel inferir o quao distante ela encontra-se do centro de
massa da bicamada. Pode-se observar na Figura 42 (a), portanto, que tanto a 3-CFsPz

quanto a 4-FPz apresentam o seu maximo de densidade na regido de 0,5 nm a 1,0nm
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aproximadamente, mesmo local em que se encontra a densidade eletronica das
insaturacgdes lipidicas.

Uma vez feita essa analise inicial, observou-se que n&o havia grandes
distingdes no posicionamento entre as Pzs, com isso, seguiu-se o estudo buscando
estimar se ao longo das simulagdes, algumas das Pzs possuiam uma propensao
maior a se difundirem para o interior da membrana ou se aproximar mais da interface
polar da bicamada. Para esse estudo, tomou-se como referencial para as Pzs o ion
magnésio, presente no centro do macrociclo de cada um dos compostos, e dois
grupos distintos da bicamada, sendo eles o grupo fosfato e o outro as insaturagdes
lipidicas, todos eles selecionados de forma estratégica levando em consideragéo os
resultados dos experimentos anteriores.

Os resultados obtidos originaram os graficos apresentados pela Figura 43,
onde é possivel analisar a distancia do Mg presente em cada uma das Pzs para cada

um dos grupos comentados anteriormente, comparando a distancia de ambos.
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Figura 43 - Graficos em que demonstram a média da distancia entre o atomo de magnésio dos
fotossensibilizadores 3-CF3Pz e 4-FPz e dois grupos distintos da bicamada lipidica na triplicada das
simulacdes, constituidos apenas por POPC.

Com isso, observa-se que ao longo de 0,5 us de simulagédo, os valores
comparativos de distancia entre o0 Mg e os dois grupos viriam entre 1,0 nm até
aproximadamente 2,2 nm. Desse modo, tendo em vista o grau de dispersao dos

dados, é possivel inferir que ambos os sistemas apresentam um comportamento bem
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semelhante durante maior marte do tempo de simulagéo, indo de encontro ao que foi
observado pelos graficos de densidade eletronica apresentados anteriormente.

Os dados obtidos nao foram capazes de fornecer evidéncias suficientes para
explicar as diferencas observadas nos experimentos de viabilidade celular e
permeabilizagdo de membrana para ambas as Pzs, tdo pouco reforgcaram a presenca
das espécies observadas no CG-MS. Nesse sentido, percebeu-se que, os aspectos
analisados nesta dindmica se detinham apenas a uma fragdo do processo de agao
dos FS, mais especificamente o seu inicio. Decidiu-se entdo analisar novamente o
sistema, considerando que a oxidagdo de alguns dos lipidios proximos aos
fotossensibilizadores ja tenham ocorrido, resultando na formacado de lipideos
hidroperoxidos (LOOH).

Dessa forma, ao todo foram adicionadas 18 moléculas de lipidios
hidroperoxidados na camada contendo o FS, valor que corresponde a 12,5% da
quantidade total de lipidios, caracteristico de uma oxidagao avangada, porém, sem o
risco de permear a membrana lipidica® 1%, Os resultados obtidos podem ser

analisados por meio da Figura 44.
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Figura 44 - (a) Perfis de densidade eletrdnica ao longo do eixo normal & membrana (z) para sistemas
com bicamadas de POPC mescladas a 18 moléculas de POPC hidroperoxidado contendo 3-CF3Pz e
4-FPz. (b) Sdo mostradas representacdes estruturais de frames representativos extraidos da
simulagao, evidenciando a insergao e localizagéo dos fotossensibilizadores nas bicamadas.

Diferentemente do sistema anterior, ao olharmos para o grafico de densidade
da 3-CFsPz presente em (a), é possivel identificar uma leve assimetria para as
insaturagdes e para o grupo fosfato presente no lado em que o FS se encontra. Da
mesma forma ao visualizar os dados apresentados para a 4-FPz, € possivel perceber
uma simetria maior para as insaturagdes quando comparado ao sistema 4-FPz nao
oxidado. Junto a isso observa-se um estreitamento na banda referente aos grupos
fosfato, além de uma inversdo em sua assimetria. Estas deformag¢des originadas apos
a adi¢ao dos lipidios hidroperoxidados se traduzem em uma concentragdo maior da
densidade das insaturagdes lipidicas para o sistema contendo a 3-CFsPz, enquanto o
sistema contendo a 4-FPz demonstra um empacotamento lipidico mais compacto para
a camada oposta ao FS, aumentando o grau de simetria entre as camadas. Além

disso, € possivel identificar que, o maximo de densidade eletrénica da 4-FPz encontra-
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se mais distante do maximo de densidade correspondente as insaturagdes, 0 que nao
ocorreu para a 3-CFsPz.

Comparando as respectivas representagdes das Figura 43 e Figura 45, nota-se
que apos a hidroperoxidacao lipidica, a 4-FPz demonstra uma conformacao atipica
apresentando um grau de torgao visivelmente maior quando comparado a sua
conformagdo em um sistema nao oxidado. Junto a isso, observa-se também um
deslocamento claro deste FS com relagdo a regido na qual encontra-se as
insaturagdes lipidicas e, consequentemente, a sua maior aproximagdo aos grupos
fosfatos.

Diante disso, tal qual discutido anteriormente, realizou-se um ensaio de
proximidade do ion magnésio aos grupos fosfato e insaturagdes ao longo do tempo,

representado na Figura 45.
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Figura 45 - Graficos que demonstram a média de distancia entre o &tomo de magnésio dos
fotossensibilizadores 3-CF3Pz e 4-FPz e dois grupos distintos da bicamada lipidica na triplicada das
simulacdes, constituidas por POPC junto a 18 moléculas de POPC hidroperoxidado.

Referente a 3-CF3Pz, esta demonstra uma escala de variagao distinta entre os
compostos, sendo o par Mg-Insaturagao variando entre distancias inferiores a 0,5 nm
até aproximadamente 1,5 nm. Por outro lado, as variagbes apresentadas para as
distancias observadas entre Mg-Fosfato variam em uma escala de 1,75 nm até valores
aproximados de 3,0 nm. Em contrapartida, o sistema contendo a 4-FPz adota uma
variacéo de 0,75 a 1,8 nm e 1,8 a 2,25 nm para os respectivos grupos. Comparando

os dados ao contrapor as evidéncias obtidas para as Pzs em (b), torna-se evidente, o
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comportamento adotado pelos fotossensibilizadores apdés a fotossensibilizagdo
lipidica. De acordo com o que foi observado, em um estado inicial, os comportamentos
das Pzs se demonstram equivalentes, distinguindo-se entre si apenas pelo perfil de
empacotamento gerado, o que poderia explicar uma distingdo no nivel de
encapsulamento dos compostos, mas nao estaria correlacionado com sua eficiéncia
fotodinamica.

No entanto, analisando os dados obtidos para ambos os FS, observa-se que a
3-CF3Pz teria uma tendéncia maior a se difundir através da membrana lipidica de tal
forma a se localizar mais proxima das insaturagdes (Apéndice P, Figura 62).
Consequentemente, estaria em posicao mais propicia para a realizacdo de reagdes
do tipo I, que sao responsaveis pela geracao de lipidios truncados, como aldeidos,
que resultam na permeabilizacdo de membranas. Ja a 4-FPz, apresenta uma
tendéncia maior ao se posicionar proximo dos grupos fosfatos da cabeca lipidica, o
que poderia ser mais um indicio da geracao de acidos graxos por intermédio da agao
desse fotossensibilizador. Além disso, esses resultados podem explicar a maior
intensidade dos adutos de algumas sondas utilizadas nas analises de EPR para a 4-
FPz, dado a proximidade desse FS com a interface lipidio-agua (Apéndice Q, Figura
63).
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6. CONCLUSOES

Duas porfirazinas, 3-CFsPz e 4-FPz, foram comparadas com relagcdo a
eficiéncia fotodindmica em células tumorais e normais de pele in vitro e na capacidade
de producgao de espécies reativas de oxigénio e formagédo de determinados produtos
de oxidagao lipidica. Os experimentos fotoquimicos e fotofisicos realizados
demonstraram n&o haver formacao significativa de outras espécies de ERO’s além do
oxigénio singleto para ambas as Pzs. Ja os ensaios de caracterizagdo dos produtos
de oxidacdo acompanhados por RMN e Espectrometria de massas mostraram
majoritariamente a formacéao de lipidios hidroperoxidados para estes FS.

Contudo, apesar da 4-FPz demonstrar uma capacidade equivalente ou ainda
maior em alguns sistemas para a produgédo de oxigénio singleto, reconhecida como
espéecie citotoxica chave na TFD, a eficiéncia fotodinamica da 3-CFsPz foi bastante
superior nas células tumorais. A provavel causa desta diferenga estd na maior
capacidade de vazamento de membrana pela 3-CF3Pz, resultante da formacao de
lipideos truncados, detectados nas medidas de CG-MS. Os resultados da dinamica
molecular fornecem indicios de que a formacéo destes lipideos de cadeia curta pode
ser favorecida pela difusdo da 3-CF3Pz para o interior da membrana apds uma
oxidagdo parcial dos lipidios presentes na bicamada pelo 'Oz, ficando mais proximo
das insaturacdes das cadeias lipidicas. Conforme reportado na literatura, reacbes de
tipo | entre o FS e lipideos insaturados produzem uma série de lipideos oxidados,
entre eles aldeidos lipidicos, que resultam na permeabilizacido de membranas. Nesse
sentido, este estudo revela que, apesar da produgéo de 'Oz e outras EROs terem um
papel importante no mecanismo de acao de FSs, o posicionamento destes compostos
em membranas e o envolvimento em reagdes de transferéncia de elétrons com
lipideos insaturados sdo chave para o processo de vazamento destas membranas,
que apresenta forte correlacdo com fototoxicidade celular. Dessa forma, os resultados
deste trabalho permitirao desenhar fotossensibilizadores mais eficientes no ambito da
TFD.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A realizagdo de um estudo tedrico mais completo envolvendo calculos DFT e
variagdo dos grupos funcionais trariam uma elucidagdo maior para o trabalho e
literatura, tendo em vista, a descoberta de um novo fator possivelmente eletronico,
que pode vir a contribuir com o desenvolvimento de futuros fotossensibilizadores.
Além disto, ensaios de derivatizagao dos produtos de oxidagao lipidica analisadas por
cromatografia liquida e uma matriz lipidica mais pura poderiam elucidar melhor os
produtos de fotooxidagao gerados. Por fim, a realizagdo de ensaios de espectroscopia
de infravermelho pode servir como fonte de dados que corroborariam com os
resultados obtidos via LC-MS, para determinacao de certos produtos de oxidagao

lipidica.
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APENDICE

Apéndice A - Estrutura dos marcadores utilizados no experimento de dano

subcelular.
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Figura 46 - Estrutura dos marcadores utilizados no experimento de dano subcelular.
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Apéndice B - Visdo ampla das marcagdes para o grupo controle da linhagem celular

HaCaT.
Nucleo Mitocbndria Merge
Nucleo Lisossomo Merge

HaCaT - Controle

Figura 47 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando uma visdo expandida das marcagdes no
grupo controle da linhagem de células normais HaCaT.
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Apéndice C - Visdo ampla das marcagdes para o grupo nao irradiado contendo a 3-

CF3Pz e a 4-FPz junto a linhagem celular HaCaT.

MitocOndria

Nucleo

Nucleo Lisossomo

Nucleo Mitocdndria

Nucleo Lisossomo Merge

Figura 48 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando danos subcelulares induzidos pelos
compostos 3-CF3Pz e 4-FPz, nio irradiados, na linhagem de células normais HaCaT tratados a 1 uM.
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Apéndice D - Visdo ampla das marcagdes para o grupo irradiado contendo a 3-
CF3Pz e a 4-FPz junto a linhagem celular HaCaT.

Merge
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4-FPz

Figura 49 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando danos subcelulares induzidos pelos
compostos 3-CF3Pz e 4-FPz, irradiados, na linhagem de células normais HaCaT tratados a 1 yM
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Apéndice E - Visdo ampla das marcagdes para o grupo controle da linhagem celular

A431.
Nucleo Mitocdndria Merge
Nucleo Lisossomo Merge

A431 - Controle

Figura 50 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando uma visdo expandida das marcagdes no
grupo controle da linhagem de células cancerosas A431.
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Apéndice F - Visdao ampla das marcagdes para o grupo nao irradiado contendo a 3-

CF3sPz e a 4-FPz junto a linhagem celular A431.
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Figura 51 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando danos subcelulares induzidos pelos
compostos 3-CF3Pz e 4-FPz, nao irradiados, na linhagem de células cancerosas A431 tratados a 1
M.
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Apéndice G - Visdo ampla das marcagdes para o grupo irradiado contendo a 3-
CF3sPz e a 4-FPz junto a linhagem celular A431.
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Figura 52 - Microscopia de fluorescéncia demonstrando danos subcelulares induzidos pelos
compostos 3-CFsPz e 4-FPz, n&o irradiados, na linhagem de células cancerosas A431 tratados a 1
uM.
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Apéndice H - Estrutura da sonda utilizada nos experimentos de detecgao de

oxigénio singleto indireto.

ABDA Endoperéxido

Figura 53 - Representagédo esquematica da reacdo do composto ABDA (acido 9,10-
antracenodiacarboxilico) com oxigénio singlete ('0z). A esquerda, a estrutura do ABDA em seu
estado inicial; a direita, o produto de oxidacao resultante da adigdo de oxigénio singlete formando um
endoperoxido.
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Apéndice | - Espectro de UV-VIS demonstrando o decaimento da absorgéo da
sonda ABDA em 400 nm com a fotossensibilizagao dos compostos ao longo do

tempo.
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Figura 54 - Espectros de emisséo de fluorescéncia evidenciando o decaimento do sinal do composto
ABDA ap6s a fotossensibilizacdo com 3-CFsPz (648 nm), carreada em DMPC, indicativo da geragéo
de oxigénio singlete (102).



109

Apéndice J - Decaimento temporal da fosforescéncia emitida pelo oxigénio singleto
em 1270 nm, apos fotossensibilizagao por laser e o médulo de LED, 650 nm e 633

nm respectivamente, dos FS’s carreados em lipossoma de DMPC, junto ao MB.

4
Area total Azul de metileno: 3.834 Azul de metileno
| Area total 3-CF,Pz: 4.295 — CF;Pz
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Figura 55 - Espectros de decaimento de fosforescéncia do oxigénio singlete ('02) monitorados em
1270 nm, apo6s excitagao por pulso de laser (650 nm) em presenga dos compostos Mb, 3-CF3Pz e 4-
FPz, sendo as Pz’s carreadas em lipossoma de DMPC.
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Figura 56 - Espectros de decaimento de fosforescéncia do oxigénio singlete ('02) monitorados em
1270 nm, apods excitagdo pelo médulo de LED (633 nm) em presenga dos compostos Mb, 3-CF3Pz e
4-FPz, sendo as Pz’s carreadas em lipossoma de DMPC.
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Apéndice K - Decaimento temporal da fosforescéncia emitida pelo oxigénio singleto

em 1270 nm, apos fotossensibilizagao por LED dos DMMB junto ao MB.
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Figura 57 - Espectros de decaimento de fosforescéncia do oxigénio singlete ('O2) monitorados em
1270 nm, apés excitagédo pelo médulo de LED (633 nm) em presenca dos compostos MB e DMMB
realizado em 4gua somente para o MB e etanol para ambos.



111

Apéndice L - Espectros ampliados do decaimento temporal da fosforescéncia emitida

pelo oxigénio singleto em 1270 nm, apés fotossensibilizagdo por LED dos FS.
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Figura 58 - Espectros ampliados do decaimento temporal da fosforescéncia emitida pelo oxigénio
singleto em 1270 nm, apoés fotossensibilizagado por LED dos FS.
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Apéndice M - Reacgdes da sonda Hidroxi-TEMP, PBN e DMPO reagindo com um

EROs produzido pela fotossensibilizagao dos FS.

OH (o) OH
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N N N
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Hidroxi-TEMP TEMPONE TEMPOL,
H H R
X _R O}A N)<
- cl)'
PBN

DMPO

Figura 59 - Reacbes da sonda Hidroxi-TEMP, PBN e DMPO reagindo com um EROs produzido pela
fotossensibilizagdo dos FS.
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Apéndice N - Espectro de RMN dos produtos extraidos apoés a fotooxidacgao lipidica

feita em vesicula de lecitina de soja com a fotossensibilizagdo da 3-CF3Pz.
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Figura 60 - Espectro de RMN dos produtos extraidos apés a fotooxidacao lipidica feita em vesicula
de lecitina de soja com a fotossensibilizacdo da 3-CF3Pz.



Apéndice O - Espectro de RMN dos produtos extraidos apos a fotooxidagao lipidica

feita em vesicula com a fotossensibilizagao da 4-FPz.
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Figura 61 - Espectro de RMN dos produtos extraidos apés a fotooxidacao lipidica feita em vesicula

de lecitina de soja com a fotossensibilizacdo da 4-FPz.
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Apéndice P - Representacdo da evolugao apresentada pela simulagéo da dinamica

molecular para a 3-CFsPz. Evidenciando sua proximidade com as duplas

Frame 270
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Figura 62 - Representagéo da evolugao apresentada pela simulagao da dinamica molecular para a 3-
CF3Pz. Evidenciando sua proximidade com as duplas.
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Apéndice Q - Representacdo da evolugao apresentada pela simulagdo da dinamica

molecular para a 4-FPz. Evidenciando sua proximidade com os grupos fosfatos.

Frame 7481

ﬁ%‘eg eso

Figura 63 - Representagéo da evolugao apresentada pela simulagao da dinamica molecular para a 4-
FPz. Evidenciando sua proximidade com os grupos fosfatos.
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Apéndice R - Algoritmo utilizado para a construgéo da caixa lipidica utilizado na dindmica

molecular.

# PARAMETROS GLOBAIS
tolerance 2.5 # Distancia entre atomos de moléculas diferentes
discale 2.0  #Fator multiplicador (distancia entre moléculas = tolerance x discale = 5.0 A)
add_box_sides 2.0 # Adiciona 2.0 A ao tamanho utilizado pela caixa.
filetype pdb  #Formato de arquivo de entrada
seed -1 #Gerador de aleatoriedade

output bilayer.pdb # Formato e nome do arquivo de saida

# CAMADA LIPIDICA INFERIOR
structure POPC.pdb #Arquivo de entrada
number 72 # Numero de moléculas de lipidios
inside box -12. -12. 20. 72. 72. 43. # Coordenadas limites para distribuicdo dos atomos

(X,y,z)inicial (X,y,z)final

#Restricoes dos atomos
atoms 2 131 # Atomos de referéncia para orientagéo
over plane 0. 0. 1. 40. # Restricao para manter as moléculas paralelas (x,y,z,d)
end atoms
atoms 69 # Atomos de referéncia para orientacdo
below plane 0. 0. 1. 23. # Restricao para manter as moléculas paralelas (x,y,z,d)
end atoms
resnumbers 2 # Mantém a numeracao original dos residuos

end structure

# CAMADA LIPIDICA SUPERIOR
structure POPC.pdb #Arquivo de entrada
number 72 # Numero de moléculas de lipidios

inside box -12. -12. 40. 72. 72. 63. # Coordenadas limites para distribuicdo dos atomos



#Restricdes dos atomos
atoms 2 131 # Atomos de referéncia para orientagéo
below plane 0. 0. 1. 43. # Restricao para manter as moléculas paralelas (x,y,z,d)
end atoms
atoms 69 # Atomos de referéncia para orientagdo
over plane 0. 0. 1. 60. # Restricao para manter as moléculas paralelas (x,y,z,d)
end atoms
resnumbers 2 # Mantém a numeracao original dos residuos

end structure

# CAMADA DE AGUA INFERIOR

structure water.pdb #Arquivo de entrada
number 3600 # moléculas de agua
inside box -12. -12. -10. 72. 72. 21. # Coordenadas limites para distribuicdo dos atomos
resnumbers 2 # Mantém a numeracao original dos residuos

end structure

# CAMADA DE AGUA SUPERIOR

structure water.pdb #Arquivo de entrada
number 3600 # moléculas de agua
inside box -12. -12. 62. 72. 72. 93. # Coordenadas limites para distribuicdo dos atomos
resnumbers 2 # Mantém a numeracao original dos residuos

end structure
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Apéndice S - Algoritmo utilizado para a minimizagdo de energia da bicamada.

; MINIMIZACAO DE ENERGIA PARA BICAMADA LIPIDICA

; Arquivo de parametros para minimizagao do sistema

integrator =steep ; Algoritmo steepest descent (ideal para minimizagao inicial)
nsteps =100000 ; Numero maximo de passos (geralmente suficiente)

emtol =500.0 ; Tolerancia de energia (kJ/mol/nm) - valor moderado
emstep =0.01 ; Tamanho do passo (nm) - valor conservador

; =—mm- INTERACOES NAO-LIGADAS -----

cutoff-scheme = Verlet ; Esquema de corte para GPUs (obrigatério para GPU)

vdwtype = Cut-off ; Tipo de potencial para Van der Waals
vdw-modifier = Force-switch ; Suaviza transi¢ao no raio de corte
rvdw =14 ; Raio de corte para Van der Waals (nm)
rvdw-switch =1.2 ; Ponto inicial para switching function (nm)

coulombtype =PME ; Método PME para eletrostatica
rcoulomb =14 ; Raio de corte para interagdes eletrostaticas (nm)
pbc = Xyz ; Condigbes periddicas em 3D (essencial para membranas)

periodic-molecules = no

; ——-m- RESTRICOES -

constraints = none ; Restringe apenas ligagdes com hidrogénio

; ——-m- SAIDA ----

nstenergy =10 ; Salva energia a cada 100 passos (para monitoramento)
nstlog =10 ; Atualiza arquivo de log a cada 100 passos

DispCorr = EnerPres ; Correcao de energia/pressao para Van der Waals
comm-mode = Linear ; Remove movimento do centro de massa
comm-grps = non-Water Water ; Aplica a todo o sistema (melhor para

minimizagao)
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Apéndice T - Algoritmo utilizado para a equilibragdo do primeiro ciclo de NPT.

; EQUILIBRIO NPT_01 PARA BICAMADA LIPIDICA - EXEMPLO

; Arquivo de parametros para equilibrio com pressao constante

title = Equilibrio_NPT_bicamada_exemplo ; Nome da simulacao

define  =-DPOSRES ; Restricdo de posicéo para a proteina

integrator = md ; Algoritmo de integracao (leap-frog)
nsteps  =500000 ;1 ns de simulagédo (500 mil passos)

dt =0.002 ; Tamanho do passo de tempo (2 femtosegundos)

nstxout =5000 ; Salva coordenadas a cada 10 ps
nstvout = 5000 ; Salva velocidades a cada 10 ps
nstenergy =500 ; Salva energias a cada 1 ps
nstltog =1000 ; Atualiza arquivo de log a cada 2 ps

nstxout-compressed = 5000 ; Salva trajetéria compactada (.xtc) a cada 10 ps

. ===== RESTRICOES DE LIGACOES =====

constraint_algorithm =lincs ; Algoritmo LINCS para restri¢des
constraints = h-bonds ; Restringe apenas ligagdes com hidrogénio
lincs_iter =1 ; Numero de iteragdes do LINCS

lincs_order =4 ; Ordem de interpolacdo do LINCS
lincs-warnangle =30 ; Emite aviso se angulo exceder 30 graus

: ===== INTERACOES NAO-LIGADAS =====
cutoff-scheme = Verlet ; Esquema de corte para GPUs
ns_type =grid ; Usa grid para busca de vizinhos
nstlist =20 ; Atualiza lista de vizinhos a cada 40 fs

rlist =12 ; Raio de corte para lista de vizinhos (nm)



121

rcoulomb =1.2 ; Raio de corte para interagdes eletrostaticas (nm)

rvdw =1.2 ; Raio de corte para Van der Waals (nm)

coulombtype =PME ; Método PME para eletrostatica de longo alcance
pme_order =4 ; Ordem da interpolacao PME

fourierspacing =0.12 ; Espacamento da grade FFT (otimizado para GPU)

tcoupl = Nose-Hoover ; Termostato Nose-Hoover (precisdo melhorada)
tc-grps = Water non-Water ; Grupos para termostato

tau_t =1.0 1.0 ; Tempo de relaxagao (ps) - mais estavel para membranas
ref t =300 300 ; Temperatura de referéncia (K)

: ===== ACOPLAMENTO DE PRESSAQ ===== (CRITICO PARA MEMBRANAS)
pcoupl = Berendsen ; Barostato para sistemas anisotropicos

pcoupltype = semiisotropic ; Controle separado para XY e Z

tau_p =20 ; Tempo de relaxacao da pressao (ps)

ref p =1.01.0 ; Pressao de referéncia XY e Z (bar)

compressibility = 4.5e-5 4.5e-5 ; Compressibilidade da agua (bar?-1)

pbc = Xyz ; Condigdes periddicas de contorno em 3D
DispCorr = EnerPres ; Corregao de energia/pressao para Van der Waals

gen_vel =no ; Ndo gera novas velocidades (continuagdo do NVT)

; ===== REMOCAO DE MOVIMENTO DO CENTRO DE MASSA =====

comm-mode = Linear ; Remove movimento linear do COM
comm-grps = Water non-Water ; Grupos para remocao de COM
nstcomm =100 ; Remove movimento do COM a cada 100 passos

refcoord-scaling = com ; Mantém dimensdes da caixa relativas ao COM inicial



Apéndice U - Algoritmo utilizado para a equilibragdo do ciclo de NVT.

; EQUILIBRIO NVT PARA BICAMADA LIPIDICA - EXEMPLO

; Arquivo de parametros para equilibrio com temperatura constante

title = Equilibrio_NVT_bicamada_exemplo ; Nome da simulacdo

define  =-DPOSRES ; Restricdo de posicéo para a proteina

integrator = md ; Algoritmo de integracao (leap-frog)
nsteps  =500000 ;200 ps de simulagao (100 mil passos)

dt =0.002 ; Tamanho do passo de tempo (2 femtosegundos)

nstxout =5000 ; Salva coordenadas a cada 10 ps

nstvout = 5000 ; Salva velocidades a cada 10 ps

nstenergy =100 ; Salva energias a cada 0.2 ps (monitoramento)
nstltog =1000 ; Atualiza arquivo de log a cada 2 ps

. ===== RESTRICOES DE LIGACOES =====

constraint_algorithm =lincs ; Algoritmo LINCS para restricdes
constraints = h-bonds ; Restringe apenas ligagdes com hidrogénio
lincs_iter =1 ; Numero de iteragbes do LINCS

lincs_order =4 ; Ordem de interpolacéo do LINCS
lincs-warnangle =30 ; Emite aviso se angulo exceder 30 graus

; ===== INTERACOES NAO-LIGADAS =====

cutoff-scheme = Verlet ; Esquema de corte para GPUs

ns_type =grid ; Usa grid para busca de vizinhos
nstlist =20 ; Atualiza lista de vizinhos a cada 40 fs
rlist =12 ; Raio de corte para lista de vizinhos (nm)

rcoulomb =1.2 ; Raio de corte para interagdes eletrostaticas (nm)
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rvdw =1.2 ; Raio de corte para Van der Waals (nm)

coulombtype =PME ; Método PME para eletrostatica de longo alcance
pme_order =4 ; Ordem da interpolacao PME

fourierspacing =0.12 ; Espacamento da grade FFT (otimizado para GPU)

tcoupl = V-rescale ; Termostato V-rescale (estabilidade para equilibrio)
tc-grps = non-Water Water ; Grupos para termostato

tau_t =0.1 0.1 ; Tempo de relaxagao rapido (0.1 ps)

ref _t =300 300 ;Temperatura de referéncia (K)

pbc = Xyz ; Condicdes periddicas de contorno em 3D

DispCorr = EnerPres ; Corregao de energia/pressao para Van der Waals

; ===== INICIALIZACAO DE VELOCIDADES =====

gen_vel =yes ; Gera velocidades iniciais
gen_temp =300 ; Temperatura para distribuicdo de Maxwell (K)
gen_seed =-1 ; Semente aleatdria (baseada no reldgio do sistema)

: ===== REMOCAO DE MOVIMENTO DO CENTRO DE MASSA =====
comm-mode = Linear ; Remove movimento linear do COM
comm-grps = non-Water Water ; Grupos para remogéo de COM

nstcomm =100 ; Remove movimento do COM a cada 100 passos



Apéndice V - Algoritmo utilizado para a equilibragao do segundo ciclo de NPT.

; EQUILIBRIO NPT_02 PARA BICAMADA LIPIDICA - EXEMPLO

; Arquivo de parametros para equilibrio com pressao constante

title = Equilibrio_NPT_bicamada_exemplo ; Nome da simulacao

define  =-DPOSRES ; Restricdo de posicéo para a proteina

integrator = md ; Algoritmo de integracao (leap-frog)
nsteps = 1000000 ;1 ns de simulagao (500 mil passos)

dt =0.001 ; Tamanho do passo de tempo (2 femtosegundos)

nstxout =5000 ; Salva coordenadas a cada 10 ps
nstvout = 5000 ; Salva velocidades a cada 10 ps
nstenergy =500 ; Salva energias a cada 1 ps
nstltog =1000 ; Atualiza arquivo de log a cada 2 ps

nstxout-compressed = 5000 ; Salva trajetéria compactada (.xtc) a cada 10 ps

. ===== RESTRICOES DE LIGACOES =====

constraint_algorithm =lincs ; Algoritmo LINCS para restri¢des
constraints = h-bonds ; Restringe apenas ligagdes com hidrogénio
lincs_iter =2 ; Numero de iteragdes do LINCS

lincs_order =6 ; Ordem de interpolacdo do LINCS
lincs-warnangle =30 ; Emite aviso se angulo exceder 30 graus

: ===== INTERACOES NAO-LIGADAS =====
cutoff-scheme = Verlet

rlist =14

rcoulomb =14

rvdw =14
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Apéndice X - Algoritmo utilizado para a simulagao de producgao da bicamada lipidica.

; SIMULACAO DE PRODUGCAO PARA BICAMADA LIPIDICA

; Arquivo de parametros para dinamica molecular de produgao

title = Simulacao_bicamada_producao ; Nome da simulagao

; ===== PARAMETROS DE EXECUGCAQ =====

integrator = md-vv ; Algoritmo leap-frog para integragao
nsteps = 250000000 ; 500 ns de simulagéo (250M passos)
dt =0.002 ; Passo de 2 fs (0.002 ps)

nstxout =0 ; Desativa .trr (economia de espaco)
nstvout =0 ; Desativa saida de velocidades
nstxtcout = 25000 ; Salva trajetoria .xtc a cada 50 ps
nstenergy = 5000 ; Salva energias a cada 10 ps
nstltog  =10000 ; Log a cada 100 ps (5000 linhas)
nstcalcenergy = 100 ; Calcula energias a cada 0.2 ps
; ===== RESTRICOES =====

constraint_algorithm =lincs ; LINCS para restricbes
constraints = h-bonds ; Apenas liga¢des H-H

lincs_iter =2 ; 1 iteracdo LINCS

lincs_order =6 ; Ordem 4 para precisao
lincs-warnangle =30 ; Aviso para angulos >30°

; ===== INTERACOES =====

cutoff-scheme = Verlet ; Otimizado para GPU

ns_type =grid ; Busca por grid

nstlist =100 ; Atualiza vizinhos a cada 200 fs

rlist =14 ; Raio de corte (nm)
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rcoulomb =14 ; Corte eletrostatico (nm)
rvdw =14 ; Corte Van der Waals (nm)

; ===== ELETROSTATICA =====

coulombtype =PME ; PME para longo alcance
pme_order =4 ; Interpolacgéo cubica
fourierspacing =0.12 ; Grade FFT fina (GPU)

; ===== TERMOSTATO =====

tcoupl = Nose-Hoover ; Termostato preciso
tc-grps = Water non-Water ; 2 grupos de acoplamento
tau_t =05 05 ; Relaxacgao 0.5 ps

ref t =300 300 ; Temperatura 300 K

; ===== BAROSTATO =====

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Ideal para membranas
pcoupltype = semiisotropic ; Controle XY/Z separado
tau_p =10 ; Relaxagao 2 ps

ref p =1.0 1.0 ; Pressao 1 bar (XY e 2)

compressibility = 4.5e-5 4.5e-5 ; Compressibilidade agua

; ===== SISTEMA =====

pbc = Xyz ; PBC 3D completo

DispCorr = EnerPres ; Correcao energia/pressao
gen_vel =no ; Continuacao da simulagao

comm-mode = Linear ; Remove movimento COM
comm-grps = Water non-Water ; Grupos para corregao

nstcomm =100 ; Correcao a cada 100 passos
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