(‘}{%{3 Anais do lll Simpodsio de Bioquimica e Biotecnologia

Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

HISIMBBTEC

Londrina 2013

Potencial Oxidante das Porfirinas FeTDC(SO3"
Na*)PP e MnTDC(SO; Na*)PP Frente a Sistema Modelo de
Membrana Mitocondrial

Jéssica Aparecida da Silva Pereira'; Gerson Profeta de Souza'; Wagner Alves de
Souza Judice’; Katia Cristina Ugolini Mugnol®

Universidade de Mogi das Cruzes (UMC) — Centro Interdisciplinar de Investigagdo Bioquimica (CIIB)
Av. Candido Xavier de Almeida Souza, 200 — CEP 08780-911 — Mogi das Cruzes — SP
e-mail: jsa_pereira@hotmail.com

RESUMO

Porfirinas sdo uma classe de moléculas de coloracdo forte que possuem estrutura quimica
formada por um anel macrocicliclo aromatico constituido de quatro grupos pirrol ligados a um
metal em transicdo que define suas propriedades. Um de seus maiores atrativos € a capacidade
de gerar radicais livres que promovem desestabilizacdo da célula levando-a a morte. O objetivo
deste trabalho € demonstrar o efeito das porfirinas FeTDC(SOs; Na* )PP e MnTDC(SOs Na* )PP em
sistemas modelo de membrana mitocondrial. Para determinacdo do potencial oxidante das
porfirinas utilizou-se método de TBARs, empregando diferentes concentracoes dos compostos
porfirinicos, onde foi possivel observar que a porfirina baseada em manganés possui
propriedades antioxidantes, seja na presenca de agentes oxidantes como o ferro ou na oxidagcao
lipidica esponténea, enquanto a porfirina baseada em ferro possui propriedades oxidantes, estas
reduzidas na presenca de peroxidos como o tert-butyl hidroperoxido.
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INTRODUCAO

Porfirinas sao moléculas de origem natural ou sintética, de coloracao forte, que apresentam
estrutura quimica formada por um anel macrociclico aromatico composto de quatro residuos do
tipo pirrol, ligado a um grupo metal em transicdo, o qual é diretamente responsavel pelo seu
comportamento. Na grande maioria dos casos o metal envolvido é o ferro, porém podem
também apresentar metais como cobre, zinco, manganés, ruténio e outros >*. Devido a seu
vasto campo de aplicagao, a realizacao de estudos relacionados a compreensao e controle de
diversos fendmenos quimicos e bioldgicos envolvendo esta classe de moléculas tem se tornado
algo extremamente interessante, principalmente por apresentarem propriedades cataliticas que
podem ser aplicadas tanto na terapia anti-tumoral quanto no tratamento de residuos em
efluentes. Além disso, as aplicagOes biotecnoldgicas destas estruturas se estendem a diversas
areas, como na construcdo de nanoestruturas e estruturas supramoleculares capazes de atuar a
nivel molecular como pequenas maquinas direcionadas a atividades especificas .

A capacidade antitumoral de diferentes metaloporfirinas costuma estar associada ao seu
potencial de gerar oxigénio singlete quando submetidas a irradiacdo, o que explica sua
associacao ao processo de terapia fotodindmica anti-neoplasica. Além disso, porfirinas baseadas
em ferro e manganés sao citadas como agentes em potencial no combate ao cancer,
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principalmente de pele, do tipo ndo-melanoma, sendo muitas delas
utilizadas como fotossensibilizadores. Outro fator atrativo se da pelo fato destas serem
absorvidas cerca de 20 vezes mais por células tumorais do que por células sadias, além da
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio que em contato com a membrana da célula
cancerosa promovem danos biolégicos que podem ir da alteracao ou perda da fungao celular,
até sua morte, o que ocorre mais frequentemente ), Dentre as porfirinas contendo ferro,
existem varios trabalhos envolvendo a classe das meso-tetrakis porfirinas, que vém sendo
empregadas em diferentes estudos envolvendo atividade catalitica, terapia fotodinamica e
aparatos nanotecnoldgicos como sensores e captadores de energia solar, bem como o estudo de
sua interacdo com interfaces anidnicas, importante evento nos processos de morte celular ©.
Com base nos dados apresentados na literatura, torna-se interessante nao somente a
investigacao dos efeitos destas moléculas sobre linhagens celulares normais e tumorais como
também dos mecanismos provaveis pelos quais isto ocorre, sendo assim, o objetivo deste
trabalho é demonstrar o efeito das porfirinas FeETDC(SOsNa*)PP e MnTDC(SOsNa*)PP em
sistemas modelo de membrana mitocondrial.

MATERIAL E METODOS
Para o atendimento aos objetivos foram empregados dois compostos porfirinicos, um com base
em ferro (FETDC(SOs'Na*)PP) e outro em manganés (MnTDC(SOs'Na*)PP), os quais foram
submetidos a estudos de atividade catalitica frente a perdxidos e aldeidos e de avaliacao do
potencial de geracao de radicais livres em sistemas modelo de membrana mitocondrial.
No estudo de atividade catalitica por espectroscopia no UV-vis preparou-se solugao com os
compostos porfirinicos a 10 uM, em tampao fosfato de sédio 5 mM e pH 7,4. As amostras foram
submetidas a leituras cinéticas por 3600 segundos, tendo adicdo de agentes redutores e
oxidantes ap6s 30 segundos do inicio da corrida. Posteriormente, os tempos desejados foram
extraidos e analisados no programa Origin 8.0, onde avaliou-se a capacidade de cada porfirina
em doar e receber elétrons.
A avaliacdo do potencial oxidante de cada porfirina foi realizada através de técnica de
quantificagdo de compostos derivados do acido tiobarbittrico (TBARs) de Buege e Aust, com
modificacdes ). Para tanto, realizou-se preparo de lipossomos constituidos de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e cardiolipina (50, 30 e 20% respectivamente) como sistemas
biomiméticos de membrana mitocondrial. No preparo das amostras utilizou-se lipidios a 1 mM
em tampao fosfato de soédio 5 mM, pH 7,4 e porfirinas nas concentragdes de 2 uM, 5 uM, 10
uM, 15 uM e 20 uM. Seguindo o protocolo TBARs o complexo MDA-TBA foi extraido com 1 mL
de n-butanol e a absorbancia determinada em 532 nm. O valor de absorbancia obtido foi
multiplicado pelo fator de diluicdo 3,33 e entdo utilizado o0 € = 1,56 x 10° M ecm™.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A presenca do ferro garante a porfirina, um espectro caracteristico, com um Unico pico de alta
intensidade de absorbancia em 412 nm. Ja a porfirina contendo manganés apresenta um
espectro com dois picos, em 414 e 467 nm (Figuras 2 A e B). A acao da porfirina FeTDC(SO5’
Na*)PP sobre os lipossomos resultou em dano proporcional a sua concentracao constatado pelo
aumento da producao de MDA, conforme pode ser observado na figura 4A. Quando no sistema
foi incluido o t-buty/ como agente oxidante os danos também foram maiores do que na amostra
controle, constituida somente por lipossomos, porém menor do que nas amostras contendo
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somente a porfirina (figura 4B). Este comportamento pode ser explicado
por resultados obtidos nos testes de atividade catalitica. Esta porfirina, na presenca de t-buty/
foi convertida a sua forma Fe** e sofre um bleaching gradativo (figura 1A). Desta forma, quando
na presenca de lipossomos, ocorre um dano significativamente menor. Entretanto, a porfirina
MnTDC(SOs'Na*)PP protegeu os lipossomos da oxidacdo espontdnea, obtendo-se leituras da
concentragao de MDA inferior ao da amostra controle, conforme demonstrado na figura 3A.

Figura 1 — Cinética de 3600 segundos realizada em espectrofotdbmetro Multispec Shimadzu utilizando 10
uM da porfirina FeTDC(SO3'Na*)PP em tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,4. A: adicdo de 25 pM de ¢-
butyl. Linha verde 0 segundos; Linha laranja 30 segundos; Linha azul 500 segundos; Linha roxa 1500
segundos; Linha rosa 1750 segundos. B: adicdo de 1 uM de H,0,. Linha verde 0 segundos; Linha laranja
30 segundos; Linha roxa 1500 segundos; Linha rosa 2000 segundos; Linha azul 3600 segundos.
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Figura 2 — Cinética de 3600 segundos realizada em espectrofotometro Multispec Shimadzu utilizando 10
uM da porfirina MNnTDC(SO3'Na*)PP em tampao fosfato de sddio 5 mM pH 7,4. Linha verde 0 segundos;
Linha laranja 30 segundos; Linha roxa 1500 segundos; Linha rosa 2000 segundos; Linha azul 3600

segundos. A: adicao de 100 uM de t-butyl. B: adigao de 1 uM de H,0,.
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Figura 3 — Dosagem de TBARs em membrana biomimética constituida por 1 mM de PCb 50% PEb 30%
CLb 20%, em tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,4. A: Porfirina MnTDC(SO5'Na*)PP nas concentragGes
de 2 uM, 5 uM, 10 puM, 15 uM, 20 pM. B: Porfirina MnTDC(SO3Na*)PP nas mesmas condicOes, na

presenca de 10 uM de ferro.
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constituida por 1 mM de PCb 50% PEb 30% CLb 20%, em tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,4. A:
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Porfirina FeTDC(SO5'Na*)PP nas concentragdes de 2 uM, 5 uM, 10 pM, 15 uM, 20
uM. B: Porfirina nas mesmas condicdes, com adicao de 100 uM de t-butyl.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos foi possivel demonstrar que o metal presente na estrutura da
porfirina altera seu comportamento frente a agentes oxidantes e redutores, suas caracteristicas
espectroscdpicas no UV-vis bem como seu potencial como agente pro-oxidante ou anti-oxidante
frente a sistemas modelo de membrana.
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