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Objetivos

Neste projeto, estudamos a interacédo de
octafenil-porfirazinas de magnésio substituidas
com fluor e grupos trifluorometila (FMgPz e
CF;MgPz) com modelos de membranas
celulares, além de termos analisado os danos
fotoinduzidos nessas membranas apds
irradiacao das porfirazinas.

Pretendemos correlacionar as propriedades
fotofisicas das porfirazinas com os danos
fotoinduzidos em membranas apods irradiagédo
desses compostos na presenga dos modelos
de membranas, enquanto hipotetizamos acerca
dos mecanismos envolvidos nos danos
fotoinduzidos as membranas causados pelas

porfirazinas.
.
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Figura 1: Estruturas de FMgPz e CF;MgPz,
respectivamente
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Métodos e Procedimentos

Os compostos FMgPz e CF;MgPz foram
sintetizados pelo laboratério do prof. Dr. Thiago
Teixeira Tasso, da Universidade Federal de

Minas Gerais (UFMG). Caracterizagdes
espectroscépicas foram realizadas antes desse
projeto para investigacdo das propriedades
fotofisicas das porfirazinas, junto com analises
de rendimento quantico de oxigénio singleto
('O,) e ensaios de fotodegradagdo de ambos
os compostos .

Para avaliar os danos fotoinduzidos em
modelos de membranas celulares, foram
preparadas vesiculas unilamelares pequenas
(SUVs) compostas por
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(POPC). 5(6)-carboxifluoresceina (CF), um
corante verde fluorescente, foi encapsulado
pelas SUVs, e ensaios de vazamento de
membrana foram realizados apds irradiagédo
das microplacas contendo as SUVs com as
porfirazinas permeabilizadas nas membranas.
Todas as microplacas foram irradiadas com
LED (A = 630 nm). Fluorescéncia da CF, com
liberagdo em 515 nm, foi monitorada em fungéo
do tempo de irradiagdo, com excitagdo em 480
nm. Um leitor de placas SpectraMax i3 foi
utilizado para registrar a fluorescéncia em 515
nm a cada 2 minutos de irradiagdo, por um
periodo de 30 minutos. Ao final do
experimento, Triton X-100 foi adicionado em
cada pogo, para gerar a fluorescéncia maxima
que sera utilizada para normalizagdo dos
valores de liberagdo de CF. A liberagéo foi
calculada a cada 2 minutos utilizando a
Equacgao 1:



Fi— F
CFliberaca(%) = (F’—_f’:ﬂ) -100

Equagéo 1: CF liberada (%), com F; = fluorescéncia
a cada tempo; F, = fluorescéncia inicial, a t = 0
minutos; F... = fluorescéncia maxima, obtida apds
adi¢ao de Triton X-100 em cada pogo da microplaca.

Resultados

Os experimentos de danos em membranas
mostraram que a CF;MgPz causou uma maior
liberacdo de CF comparada a FMgPz, apds 30
minutos de irradiagcdo. A Figura 1 mostra uma
liberagao de CF, apdés 30 minutos de irradiagao,
cerca de 5.9 vezes maior para a CF;MgPz
comparada a FMgPz. Nenhuma mudanca
significativa foi observada para as porfirazinas
no escuro, o que reforca o efeito fotoinduzido
para geracdo de danos em membranas pelas
porfirazinas.
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Figura 2: %CF jea0a ©m funcdo do tempo de
irradiagcdo (A = 630 nm), usando lipossomos de
POPC e 0.25 mol% de CF;MgPz e FMgPz, em meio
contendo solugédo tampéo 10 mM Tris (pH = 8), 0,3
M de cloreto de sddio.

A intensidade de fluorescéncia devido a CF
aumenta com o tempo de irradiagdo das
porfirazinas, o que pode ser causado pela
produgdo de 'O, que leva a oxidacdo dos
lipidios insaturados das membranas, ou
formacao de radicais e/ou reagdes diretas com
os lipidios das membranas, acarretando na
geracao de poros na estrutura das membranas,
acompanhada pela liberagdo de CF 2.

Conclusoes

Recentemente, Tasso et al. estudaram a taxa
de fotodegradagdao de ambas as porfirazinas e
a capacidade das mesmas de gerar danos
fotoinduzidos em SUVs compostas por
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC). Nossos achados
nesse projeto corroboram com os dados
obtidos por esse estudo  realizado
anteriormente. Ainda que as duas porfirazinas
tenham rendimentos quanticos de 'O, iguais
(¢, = 0.34, para ambos os compostos) ', que &
a principal espécie reativa de oxigénio (ERO)
gerada apos fotoexcitagdo de uma molécula
fotossensibilizadora (FS) que causa danos as
membranas 3, a CF;MgPz causou mais danos
as SUVs de DOPC apos irradiacao (ca. 4 vezes
mais danos). Um resultado muito similar foi
obtido em nosso projeto, com SUVs de POPC
ao invés de SUVs de DOPC.

Tais dados auxiliam no desenvolvimento de
hipéteses acerca dos mecanismos envolvidos
nos danos fotoinduzidos em membranas apos
irradiacdo das porfirazinas. Tendo em vista que
a taxa de fotodegradagao foi muito maior para
a CF;MgPz comparada a FMgPz ', e que
ambos o0s compostos tém rendimentos
quanticos de 'O, iguais, reagbes do tipo
contato-dependente podem ser o principal
caminho pelo qual as porfirazinas geram danos
as membranas, uma vez que a fotodegradagao
se correlaciona muito bem com reacdes
contato-dependente entre o FS fotoexcitado e
as membranas .
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