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RESUMO

CARACTERIZACAO DO POTENCIAL GENOTOXICO DE PORFIRINAS DE
BASE LIVRE E METALOPORFIRINAS DE Zn (II)

AUTORA: Sophia Iwersen Faria

ORIENTADOR: Prof.° Dr.® André Passaglia Schuch

A terapia fotodinamica (TDF) ¢ um tratamento com diversos beneficios, como poucos
efeitos colaterais, facilidade de aplicacdo e possivel combinacdo com outros tratamentos.
Baseia-se na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por um fotossensibilizador
(FS) apos ser irradiado. Devido as suas muitas caracteristicas desejaveis, as porfirinas sao
frequentemente usadas como FS em TFD. Alguns de seus atributos podem variar,
influenciando sua interacao com biomoléculas de interesse. Neste trabalho, quatro compostos
foram estudados: TMePyP", TPPS", ZnTMe" e ZnTTP". Suas interagdes com o DNA foram
avaliadas através de genotoxicidade, producdo de EROs e citotoxicidade. Os resultados
mostraram que as porfirinas cationicas foram muito mais eficazes na indugdo de danos ao
DNA, geracdo de EROs e reducao da viabilidade celular do que as anidnicas. A adi¢do de
zinco teve pouco efeito sobre esses aspectos, mas fez com que a porfirina se tornasse mais
seletiva para células tumorais. Assim, este estudo fornece informagdes sobre o papel que a
carga ¢ a adicdo de metal desempenham na interagdo com o DNA, e também demonstra que
TMePyP" e ZnTMe" sdo candidatos promissores para uso como PS na TFD.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica, porfirinas catidnicas, porfirinas anidnicas,
Zn(II), dano ao DNA, melanoma.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF GENOTOXIC POTENTIAL OF FREE BASE
PORPHYRINS AND Zn (II) METALLOPORPHYRINS

AUTHOR: Sophia Iwersen Faria

ADVISOR: Prof. Phd. André Passaglia Schuch

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment with several benefits, such as few side
effects, ease of application and possible combination with other treatments. It is based on the
production of reactive oxygen species (ROS) by a Photosensitizer (PS) upon irradiation. Due
to their many desirable characteristics, porphyrins are often used as PS in PDT. Some of their
attributes can vary, influencing its interaction with biomolecules of interest. In this work, four
compounds were studied: TMePyP", TPPS, ZnTMe" and ZnTTP". Their interactions with
DNA were evaluated through genotoxicity, ROS production and cytotoxicity. Results showed
that cationic porphyrins were way more effective in inducing DNA damage, generating ROS
and reducing cell viability than anionic ones. The zinc addition had little effect on those
aspects, but caused the porphyrin to be selective towards tumours cells. Thus, this study
provides insight on the role that charge and metal addition play in the interaction with DNA,
and also that TMePyP" and ZnTMe" are promising candidates for use as PS in PDT.

Key words: Photodynamic therapy, cationic porphyrins, anionic porphyrins, Zn(Il),
DNA damage, melanoma.



LISTA DE ABREVIACOES

DNA- Acido desoxiribonucleico

DSB- Quebra de fita dupla (Double strand breaks)
Endo III- Endonuclease III

EROs- Espécies reativas de oxigénio

Fe- Ferro

FI- DNA plasmidial na forma I, superenovelado
FII- DNA plasmidial na forma II, circular relaxado
Fpg- Formamidopirimidina-DNA glicosilase

FS- Fotossensibilizador

HpD- Derivado de hematoporfirina

Kpb- 1000 pares de base (1000 base pairs)

Mg- Magnésio

pCMUT- DNA plasmidial (~1,7 kbp) de E. Coli, C — resisténcia a cloranfenicol; MUT

— gene supF, alvo para estudos de mutagénese
SSB- Quebra de fita simples (single strand breaks)
TFD- Terapia fotodindmica

Zn- Zinco
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1. Introducio

O uso da luz no tratamento de doengas se originou ha séculos atras. Ha registros dos
gregos usando o sol como agente terapéutico ha 3000 anos, no que chamavam de helioterapia
(O’Connor et al, 2009). A terapia fotodinamica (TFD), como ¢ usada atualmente, teve inicio
em 1900. Em seus experimentos, Oscar Raab observou que, na exposicdo combinada do
alaranjado de acridina e luz, suas culturas de Paramecium caudatum morriam. Entretanto,
nenhum deles isoladamente gerava dano. Em 1094, von Tappeiner e Jodblauer fizeram mais
experimentos, tratando culturas de Paramecium com anilina. Com isso, puderam observar
reacoes que consumiam oxigé€nio. A partir desses experimentos, eles cunharam o termo
“efeito fotodinamico”. Um ano depois, Jesionek e von Tappeiner apresentaram resultados
bem-sucedidos usando eosina 5% irradiada com luz artificial. O tratamento foi eficaz para
algumas doencas, como cancer de pele ndo melandmico e lupus vulgaris. Com base nos
resultados obtidos at¢ o momento, os pesquisadores assumiram que a eosina, assim como o
alaranjado de acridina, era absorvido pela célula e, apds a irradiacdo e na presenca de

oxigénio, gerava uma cadeia de reagdes citotoxicas (Gold, 2016).

Atualmente a defini¢do dada pelos pesquisadores segue sendo valida, com a TFD se
baseando no uso de trés elementos: a luz, um fotossensibilizador (FS) e oxigénio. Estes
elementos combinados geram a morte celular através da produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). O FS ¢ uma molécula sensivel a luz, que desencadeia essa sequéncia de
reacoes que levam a morte da célula. O processo, ilustrado na Figura 1, se inicia quando o FS,
no seu estado fundamental singlete, ¢ irradiado e recebe a energia de um foton. Com isso, o
FS passa do estado fundamental para um estado singleto excitado. Nessa configuracdo o FS ¢
instavel, por isso passa pelo cruzamento intersistémico, atingindo um estado triplete, mais
estavel e com uma meia vida um pouco maior. A partir desse ponto, ha duas possiveis vias de
reacdo que podem ocorrer. Na via do Tipo I, os elétrons sdo transferidos numa série de
reacoes até chegar no O,, gerando EROs. Na via de Tipo II, o FS transfere apenas energia
para o O,, por meio de colisdes, e forma oxigénio singleto 'O, (Abrahamse & Hamblin,

2016).
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Figura 1- Diagrama de Jablonski ilustrando o mecanismo de agdo da TFD. O

fotossensibilizador (PS), inicialmente no seu estado fundamental, ¢ irradiado e atinge a sua
configuragdo singleto excitada. Ocorre entdo um cruzamento intersistémico, € o PS passa para
seu estado tripleto excitado. Neste ponto, ha duas vias de reagdo possiveis: Na via tipo I, os
elétrons sdo transferidos numa série de reagdes até chegar no O,, gerando espécies reativas de
oxigénio. Ja na via do tipo II ocorre apenas a transferéncia de energia, gerando oxigénio

singleto ('05). (Calixto et al, 2016).

Usadas como FS desde os primoérdios do estudo da TFD, as porfirinas sdo uma classe
de moléculas que possuem sua estrutura composta por um macrociclo, formado por quatro
anéis pirrolicos, ligados de forma coplanar por ligagdes metilicas (Figura 2). Essa estrutura
causa a conjugacdo de 18 elétrons p, que conferem a aromaticidade da molécula. Além disso,
as porfirinas também possuem um centro que comporta metais cationicos. Elas ocorrem
naturalmente e t€ém imensa importancia tanto para manutencao da vida na Terra, como ¢ o
caso da clorofila, quanto dos seres humanos, pela hemoglobina. Novos compostos porfirinicos
também vém sendo sintetizados para diversos usos na area médica, como ressonancia

magnética, TFD e entrega de farmacos (Imran et al, 2018).

(A) (B)
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Figura 2- Estrutura bésica de uma porfirina (A) e mataloporfirina (B).

Ao longo dos anos, diversos esforgos foram feitos visando a melhoria dos FS.
Alteragdes com o objetivo de tornd-los mais seletivos para células tumorais ou fazendo-os
mais eficazes na geracdo de ROS podem ser observadas, resultando em trés geracdes de FS
com caracteristicas distintas. A hematoporfirina e seus derivados foram amplamente
utilizados no inicio da TFD e marcam a primeira geragdo de FS. O Photofrin, primeiro FS
clinicamente aprovado, também pertence a primeira geracdo. Apesar de serem eficazes em
alguns tipos de cancer, caracteristicas como baixa absor¢do de luz na faixa terapéutica (630
nm), baixa solubilidade e, principalmente, fotossensibilidade prolongada nos pacientes
tornaram seu uso menos atrativo. A segunda geracdo de FS foi desenvolvida a partir desse
ponto, levando mais em conta fatores que influenciam na inducdo de danos, como a
capacidade de geracdo de ROS (especialmente o 'O) e os niveis minimos de energia para
atingir a citotoxicidade. Eles também tendem a ser excitados em comprimentos de onda
maiores, permitindo maior penetrancia da luz e uma maior eficiéncia no tratamento. Os FS de
segunda geracdo sdao, na maior parte, porfirinas, como as benzoporfirinas, texafirinas e¢ a
protoporfirina IX (PpIX). Atualmente, a terceira geracao de FS ¢ marcada pela combinagao de
FS e nanotecnologia para a entrega do composto. Esse ¢ o caso, por exemplo, da Clorina €6
que foi incorporada a ions que aumentam sua absor¢ao em células tumorais. (Kouet al, 2017;

Gomes et al, 2018)

A eficacia da TFD ¢ muito dependente do FS que sera usado. Diversas caracteristicas
de um composto devem ser levadas em consideracdo para considera-lo um bom FS. O
composto precisa, por exemplo, ter sua sintese bem conhecida e feita de forma eficaz, além de
ser um composto estavel. Isso ird garantir que o FS seja mais acessivel, ja que pode ser
produzido, transportado e armazenado facilmente. E de extrema importancia, também, que o
FS tenha uma acumulagdo seletiva em células doentes, seja facilmente eliminado dos tecidos
saudaveis e tenha uma baixa toxicidade no escuro. Assim, pode causar 0 méximo de morte
celular em células doentes, gerando o menor efeito colateral possivel. Outro aspecto desejavel
¢ que ele ndo impeca o uso de outros tratamentos, como a quimioterapia, radioterapia e
cirurgia, para que o paciente tenha uma ampla gama de recursos terapéuticos a sua disposi¢ao

e receba o melhor tratamento possivel (Allison & Sibata 2016).
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Devido a sua grande importancia na célula, o DNA ¢ uma das biomoléculas de maior
interesse para agentes terapéuticos. O esqueleto agucar-fosfato confere ao DNA uma carga
negativa, ¢ a helicidade gera a existéncia de sulcos maior ¢ menor. Essas estruturas
proporcionam diversos sitios sensiveis a dano (Pages, 2015). A carga negativa do DNA
explica o motivo de as porfirinas catidnicas terem ganhado maior aten¢do no ramo da TFD

(Pratviel, 2016).

Caracteristicas da molécula, tais como a carga, presenga ou nao de grupamentos
externos, metais no centro e solubilidade precisam ser levadas em consideragao ao definir
seus usos, ja que influenciam sua interagdo com biomoléculas (Pavani et al, 2009). Além da
carga, a associacdo com metais ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para conferir
diferentes caracteristicas. Essa alteragdo pode gerar diversos beneficios, como maior
estabilidade da pro-droga, uma meia vida de fluorescéncia maior ou mais precisdo na
localiza¢do intracelular. (McGhie & Aldrich-Wright, 2022). Além das propriedades dos
grupamentos, sua posi¢cdo na estrutura da porfirina também deve ser considerada. A forma
como a porfirina ¢ estruturada e a posicao dos componentes afeta sua acdo. Grupamentos
externos, por exemplo, tem maior facilidade de interacdo do que o centro da porfirina. Assim,
dois compostos contendo os mesmos metais em posi¢des diferentes podem ter
comportamentos distintos dentro da célula (Da browski et al, 2016). A adi¢do de metais no
centro da porfirina também pode direcionar a geragdo de EROs, formando uma das espécies
em maior quantidade. Ha evidéncia de que a adicao de Zn (II) ou Pd (II) ao centro de uma
porfirina aumentou a producao do radical hidroxil. Em outro composto, a adicdo de Zn (II),
Ni (II) ou Cu (II) diminuiu consideravelmente sua habilidade de clivar o DNA (Davids,
2013). Ha indicios, também, de que o Zn torna a porfirina mais estavel, e favorece a rea¢do do
tipo II na TFD (Araki, 2000). Além desses beneficios, 0 Zn ¢ um metal facilmente encontrado
na terra, € torna-se uma op¢ao mais barata quando comparada com outros metais tipicamente
usados na TFD e tratamentos para cancer (como a platina ou o ruténio) (Giannoudis et al,
2020). Ele também possui uma interacdo com o DNA ja conhecida, pois ¢ abundante na célula

e esta presente em estruturas associadas ao seu metabolismo (Deo et al, 2016).
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A terapia fotodinamica ¢ minimamente invasiva, com resultados promissores em usos
clinicos, além de apresentar poucos efeitos colaterais. Isso a torna um tratamento
extremamente relevante, com diversas possibilidades de aplicacdes, isolada ou associada a
outras terapias (Agostinis et al., 2011). Estudos com foco investigativo, analisando os
mecanismos de interacdo e indu¢do de danos de DNA das porfirinas proporcionam uma base
para aumentar a gama de fotossensibilizadores usados na TFD, além de tornd-los cada vez
mais acessiveis. Neste estudo, comparamos porfirinas com diferentes cargas e associadas ou
ndo a metais, comparando o impacto que cada uma dessas alteracdes pode causar na interagao

das moléculas com o DNA, sua habilidade de gerar ROS, sua genotoxicidade e citotoxicidade.

2. Objetivos
2.1.  Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas fotoquimicas e fotobioldgicas das porfirinas TMePyP’, TPPS’,

ZnTMe" e ZnTTP",
2.2. Objetivos especificos
Avaliar o perfil de indugao de danos das porfirinas ao DNA.
Avaliar a citotoxicidade das porfirias e seu potencial uso como FS na TFD.

3. Materiais e métodos

3.1. Porfirinas

Foram usadas duas porfirinas base livre, sendo uma tetra-catibnica e uma tetra-
anionica, ambas soliveis em meio aquoso. A partir delas, também foram sintetizadas

metaloporfirinas aquo-soliveis tetra-cationicas e tetra-anionicas contendo ions Zn(II).

15



Fig. 3: Representagdo estrutural das porfirinas tetra-cationica de base livre (A); tetra-
anionica de base livre (B); tetra-catidnica com centro de Zn (C); e tetra-anidnica com

centro de Zn (D).

3.2. Eletroforese e deteccio de danos oxidativos no DNA

Para detectar e quantificar os danos de DNA causados pelas porfirinas foi usado como
modelo o plasmideo pCMUT. Esse DNA foi exposto a concentragdes de 0,1 uM, 0,5 uM, 1
uM e 5 uM das porfirinas, na presenca de luz branca ou no escuro por 90 minutos.
A exposicao foi feita usando o sistema de dosimetro de DNA. Apos a exposi¢ao, o DNA
foi incubado a 37° C por 1 h com as enzimas Fpg, que reconhece e cliva bases oxidadas,
principalmente purinas e Endo III, que reconhece e cliva pirimidinas oxidadas. Além disso,
foi incubado também o DNA sem a presenga de enzimas, a fim de visualizar quebras de fita
simples (SSB) ou de fita dupla (DSB). Para isso, essas amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de Agarose 0,8%. A documentagdo desse gel foi realizada através do
fotodocumentador Amersham Imager 600 (General Eletronic). No gel, pode ocorrer a
formacao de duas bandas de DNA. Nao havendo gerag¢do de danos, o plasmideo permanece na
forma superenovelado (FI), formando a banda inferior. Caso haja formagdo de danos, o DNA

fica em sua forma circular, mais relaxada (FII), formando a banda superior. A quantificagao
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dos danos foi feita por densitometria das bandas, pelo programa Image Quant 300 (GE

Healthcare, USA) (Schuch et al, 2010).

3.3. Taxa de inativacao plasmidial

A taxa de inativacao foi definida como a capacidade de crescimento das bactérias
depois de serem transformadas com DNA tratado com as porfirinas. O DNA plasmidial
pCMUT foi tratado (nas mesmas condi¢cdes citadas anteriormente) e transfectado para
bactérias E. Coli MBLS50 eletrocompetentes. A cultura de bactérias foi disseminada em placas
de Petri contendo meio LB suplementado com cloranfenicol 34 mg/ml. Na presenca do
plasmideo integro, as bactérias foram capazes de expressar o gene de resisténcia ao
antibiotico, formando colonias bacterianas pela placa. Caso o DNA esteja danificado, ndo ¢
possivel que as bactérias adquiram resisténcia ao cloranfenicol, portanto ndo ha crescimento
bacteriano. As colonias foram contadas apds 24 h de crescimento a 37° C A férmula abaixo
foi utilizada para calcular o valor do fator de reducao (reduction factor, RF) (Schuch et al,

2010):

UFC/mL da amostra nio tratada

FR de inativacio do DNA =
€ inativacao do UFC/mL da amostra tratada

3.4. Detecciao de ROS por DCFH-DA

2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH), normalmente administrada na forma
diacetato (DCFH-DA) ¢ oxidado e passa para sua forma fluorescente 2°,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCF) por diversas espécies reativas de oxigénio. A producao de
ROS foi quantificada em 25 ng de pCMUT exposto as porfirinas, a leitura foi feita no
SpectraMax® 13x — Molecular Devices com comprimentos de emissdao de 525 nm e excitagdo
de 488 nm. O DCF foi expresso em intensidade de fluorescéncia (Vian a ef al., 2022, Murphy
etal. 2022).

3.5. Cultura celular

As linhagens celulares de melanoma maligno A375 (ATCC® CRL-1619) e
queratinocito humano HaCat (ATCC® PCS-200-011TN™) foram compradas do banco de

células do Rio de Janeiro, e cultivadas em meio Eagle modificado, suplementado com 10% de
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soro fetal bovino e 1% dos antibidticos: penicilina (5000 IU)/estreptomicina (5 mg/ml). As
garrafas foram mantidas em uma estufa de CO, e os experimentos foram feitos apos elas

atingirem 80% de confluéncia.

3.6. Viabilidade celular

Depois de 90 min de incubacao com as porfirinas, o tratamento foi removido e 200 pl
de meio de cultura foram adicionados, com mais 20 pl de solugdo MTT (5 mg/ml). O
sobrenadante foi removido depois de 4 h de incubagdo em estufa de CO, a 37° C, e os cristais
de formazan foram solubilizados com 100 pul de DMSO. A leitura do experimento foi
realizada no SpectraMax® i3x — Molecular Devices em 570 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagem de viabilidade em relacdo ao controle negativo (Viana et al.,

2023).
3.7.  Ensaio clonogénico

No ensaio de formagao de coldnias, 500 células por pogo foram plaqueadas em uma
placa de 12 pogos. Depois de 24h, as porfirinas foram adicionadas as células e foram expostas
por 90 min no claro e no escuro. Na sequéncia, elas foram retiradas ¢ um novo meio foi
adicionado. Finalmente, depois de 7 dias, os pocos foram corados com cristal violeta (2%) e

as colonias foram quantificadas usando o ImageJ (Wang et al., 2020).
3.8.  Analises estatisticas

Todos os experimentos foram feitos em triplicata, repetidos pelo menos trés vezes de
forma independente, os resultados foram analisados no GraphPad Prism (8.0.2), usando one-

way ANOVA, seguido de teste Tukey, com p < 0,05.

4. Artigo

Esta anexado, a seguir, o artigo cientifico resultante deste trabalho. Nele, estdo
contidos os resultados obtidos, bem como suas discussdes e conclusdes. O mesmo esta em

processo de final de redacdo e revisdo, para posterior submissao.

Evaluation of DNA Damage and Cytotoxicity of Free Base Porphyrins and Zn
Metalloporphyrins
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Abstract:

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment with several benefits, such as few side effects,
ease of application and possible combination with other treatments. It is based on the
production of reactive oxygen species (ROS) by a Photosensitizer (PS) upon irradiation. Due
to their many desirable characteristics, porphyrins are often used as PS in PDT. Some of their
attributes can vary, influencing its interaction with biomolecules of interest. In this work, four
compounds were studied: TMePyP", TPPS’, ZnTMe" and ZnTTP". Their interactions with
DNA were evaluated through genotoxicity, ROS production and cytotoxicity. Results showed
that cationic porphyrins were way more effective in inducing DNA damage, generating ROS
and reducing cell viability than anionic ones. The zinc addition had little effect on those
aspects, but caused the porphyrin to be selective to tumours cells. Thus, this study provides
insight on the role that charge and metal addition play in the interaction with DNA, and also

that TMePyP+ and ZnTMe+ are promising candidates for PS.

Key words: Photodynamic therapy, cationic porphyrins, anionic porphyrins, Zn(II), DNA

damage, melanoma.
1. Introduction

The studies of photodynamic therapy (PDT) began in 1904, when researchers Raab and von
Tappeiner observed that certain dyes could kill microorganisms after being exposed to light.

They named the photodynamic effect, and since then, a lot of studies in the area have been
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made (Kessel, 2019). Characterized by the conjoint action of light, molecular oxygen and a
photosensitizer (PS), PDT is an alternative treatment, especially for benign tumours or
microorganism inactivation (Agostinis et al, 2011). Molecularly, a chain reaction takes place,
transferring energy from the PS to the O,. A photon excites the PS, making it go from a low
energy and stable form to an excited and unstable form. Once it reaches what is called a triplet
state, the PS proceeds to transfer energy. There are two ways this can happen: the type one
pathway, where an electron is transferred until reactive oxygen species (ROS) are generated;
and the type two pathway, in which the PS transmit only its energy, forming mainly 'O,. The
ROS produced by either pathway will cause severe damage to biomolecules, leading to cell

death (Abrahamse et al, 2016).

The PS used in PDT will affect the outcome of the treatment, since their qualities can vary
greatly, depending on charge, size, polarity and other characteristics of the molecules. Those
differences signify many possible pathways to cell damage and death (Pavani et al, 2009).
Being used since the beginning of the PDT’s development, porphyrins are a class of abundant
molecules, on which our lives and the life of the planet depends on. They are known by their
aromatic behaviour, but can also acquire vastly diverse characteristics depending on the
substituent associated with. That is also why porphyrins can have such different qualities

(Imran et al, 2018).

Porphyrins have even been used in studies focused on understanding interactions between
DNA and proteins or drugs. That is possible because they interact with DNA through a few
specific modes, such as intercalation, staking or outside binding (Kwak ef al, 2018). DNA is a
frequent and important target for therapeutic purposes, mainly because of its major role in the
cell’s metabolism. DNA’s structure also creates plenty possible damaging sites (Pages et al,

2015).

Adding metals to the porphyrins is frequently used to modify its behaviour. Some benefits
come from this alteration, like a more stable prodrug, longer fluorescent lifetime, or more
precise localization in the cell (McGhie & Aldrich-Wright, 2022). Pt or Ru are some of the
most known metals used in PDT and cancer treatment in general, but they can be expensive.
On the other hand, Zn is one example of a metal easily found on earth, therefore a cheaper

alternative (Giannoudis et al, 2020). Besides that, it is abundant in the cell, and its interaction
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with DNA is somewhat known, because it is present in cell structures related to DNA

metabolism (Deo et al, 2016).

This study aims to investigate and compare four porphyrins, being two of them containing
Zn(11) while the other two are free base porphyrins, to evaluate their interactions with DNA,

ROS production, genotoxicity and cytotoxicity.

2. Materials and Methods
2.1.  Porphyrins used

Two free base porphyrins were used, a tetra-cationic (TMePyP") and a tetra-anionic
(TPPS") one, both being water soluble. From them, two other porphyrins containing Zn(II)
were synthesized, ZnTMe" and ZnTTP".

cH 50,

Figure 1: Representative structure of the TMePyP" (A) and TPPS (B) free-base porphyrins,
and the metalloporphyrins ZnTMe" (C) and ZnTTP™ (D).

2.2.  Detection and quantification of DNA damage

The pCMUT plasmid (1762 bp, C — chloramphenicol resistance, and MUT —supF
mutation target gene) was treated with four different concentrations of each porphyrin (0.1
uM, 0.5 uM, 1 uM and 5 uM) in the presence of a white light or in the dark for 90 minutes. A
negative control was also made, exposing only a DNA sample in the absence of porphyrins.

The exposure was done using the DNA dosimeter system. After exposure, the samples were
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incubated at 37° C for 1 hour with enzymes that recognize and cleave oxidised DNA bases.
0.8 U of E. coli formamidopyrimidine-DNA glycosylase (Fpg protein, New England Biolabs,
USA) were used to recognize oxidized purines, and Endonuclease 111 (New England Biolabs,
USA) to recognize oxidized pyrimidines. In addition, a DNA sample with no enzyme was
incubated to evaluate single strand breaks (SSB). The recognition and subsequent cleavage of
these bases cause the plasmid to go from its supercoiled form (FI) to its relaxed form (FII).
This results in two visible bands in the gel, that were quantified through densitometry analysis
(Amersham™ Imager 600 system along with ImageQuant™ TL software, GE Healthcare®,
USA) and the number of breaks (enzyme sensible sites and SSB) per Kbp was calculated
using a formula adapted to this technique (Schuch et al, 2009).

2.3. Plasmid inactivation rate

The inactivation rate was defined as the bacteria’s growth capacity after being
transformed with porphyrin treaded plasmid DNA sample. The pCMUT plasmid treated with
each porphyrin (in same concentrations and conditions as described above) was transfected to
an electrocompetent E. Coli MBL50 strain. The culture was then disseminated in Petri dishes
containing LB medium supplemented with chloramphenicol (34 mg/mL). The colonies were
counted after 24 hours of growth at 37° C. The following formula was used to determine the

reduction factor (RF) (Schuch et al, 2010):

CFU/mL of untreated sample

DNA inactivation RF =
thactivation CFU/mL of treated sample

2.4. ROS detection through DCFH-DA

2',7'-dichlorodihydrofluorescein (DCFH), usually administered in its diacetate (DCFH-
DA), is oxidized to the fluorescent product 2',7'-dichlorofluorescein (DCF) by several ROS.
ROS production was quantified in 25 ng of pCMUT exposed to porphyrins. The reading was
performed in SpectraMax® i3x — Molecular Devices at 525 nm emission and 488 nm

excitation wavelengths. DCF was expressed in fluorescence intensity (Murphy et al. 2022).

2.5. Cell culture
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The human malignant melanoma A375 (ATCC® CRL-1619) and human keratinocyte
HaCat (ATCC® PCS-200-011TN™) cell lines were purchased from the Rio de Janeiro Cell
Bank and cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium, supplemented with 10% fetal
bovine serum and 1% antibiotics: penicillin (5000 IU)/streptomycin (5 mg/ml). The
polystyrene bottles were kept in a 5% CO, atmosphere at 37°C and the experiments were

carried out when cells were at 80% confluence.
2.6.  Cell viability

After 1:30h of incubation with the porphyrins, the cells were washed and 200 pl of
culture medium with 20 pul of MTT solution (5 mg/ml) was added to the cells. The
supernatant was removed after 4 h of incubation in a 5% CO, at 37°C and the formazan
crystals solubilized with 100 pl of DMSO. The reading of the experiment was performed in
SpectraMax® i3x — Molecular Devices at 570 nm. The results were expressed in percentage

of viability in relation to the negative control (Viana et al., 2023).
2.7. Clonogenic assay

In the colony formation assay, 500 cells per well were plated in 12-well plates. After
24 hours, the porphyrins were added to the cells and then exposed for 1:30h to light or dark
conditions. Subsequently, the cells were washed and a new culture medium was added.
Finally, after 7 days, the wells were stained with crystal violet (2%) and the colonies

quantified using Image J (Wang et al., 2020).
2.8.  Statistical analysis

All experiments were done in triplicate, repeating the tests at least three times
independently. The results were analysed on GraphPad Prism (8.0.2), through one-way
ANOVA, followed by a Tukey’s test, with p < 0.05.

3. Results

Figure 2 demonstrates that the anionic porphyrins (TPPS™ and ZnTTP") did not oxidise
or break the plasmid DNA samples, neither in the dark nor after light exposure. Contrarily,

the cationic ones (TMePyP" and ZnTMe") were able to damage DNA in light condition, but
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not in the dark treatment, as presented in Figure 3. For both, the number of breaks/kbp

. . . . . + .
increases with concentration. This correlation was more accentuated for TMePyP ', causing

the complete degradation of DNA at the highest concentration of 5 uM. For all four

porphyrins, the incubation of DNA samples with the Fpg enzyme showed more breaks/kbp,

indicating a higher induction of oxidised purines by porphyrins.
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Figure 2: Quantification of DNA lesions generated by TPPS™ in light (A) and dark (B)

exposure and ZnTTP" in the light (C) and dark (D) conditions. NC: negative control. EC:

experimental control. SSB: single strand break. FPG-SS: FPg sensible sites. ENDO III- SS:

Endo III sensible sites. Average and standard deviation of three independent experiments.
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Figure 3: Quantification of DNA lesions generated by TMePyP" in light (A) and dark

(B) exposure and ZnTMe" in the light (C) and dark (D) conditions. NC: negative control. EC:

experimental control. SSB: single strand break. FPG-SS: FPg sensible sites. ENDO III- SS:

Endo III sensible sites. Average and standard deviation of three independent experiments.

Because cationic porphyrins showed better DNA damage activity, they were both

tested for quantify ROS generation, as presented in Figure 4. The highest concentration of

both porphyrins showed significant difference from the control group after light exposure.

None of them generated oxygen species in the dark. It was also observed that the free base

porphyrin oxidised the DNA more than the Zn(II) metalloporphyrin.
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Figure 4: Fold change of fluorescence emission of DCF after light exposure (A) and
dark treatment (B) of TMePyP" and ZnTMe" porphyrins. NC: negative control. PC: positive

control. ***p <.0001.

Then, all of four porphyrins were tested for the inactivation of the plasmid DNA
(Figure 5). The same pattern of high activity after light exposure and no damage in the dark
was repeated for TMePyP" and ZnTMe". The free base porphyrin showed a significantly high
inactivation rate at 1 and 5 puM. Its equivalent metalloporphyrin exhibited a significant
inactivation rate at 5 pM. Regarding the photoactivity, all compounds demonstrated at least
some reduction of bacterial growth. A small inactivation rate was observed at 0.5 uM of
ZnTTP" and at 0.5 and 1 uM of TPPS'. There was a considerable increase of the RF for the
ZnTMe" at 5 uM. The highest inactivation rate was caused by the TMePyP" at 1 and 5 pM.
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Figure 5: Inactivation rate of the pCMUT in E. Coli MBLS50 strain after exposure to
TMePyP" (A and B), TPPS™ (C and D), ZnTMe" (E and F) and ZnTTP™ (G and H). NC:

negative control.

In the MTT assay (Figure 6), there was a reduction in cell viability of malignant
melanoma cells, especially in the treatment using TMePyP". In contrast, ZnTMe" caused
cytotoxicity only at the two highest concentrations (1 uM and 5 uM). The same treatments
did not show cytotoxicity when incubated protected from light. In the human keratinocyte
lineage HaCat, the reduction in the number of cells also occurred in treatments exposed to
light, but in a lower percentage than in the tumour cells A375. No significant difference was

observed between the negative control and cells kept in the dark.
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Figure 6: Malignant melanoma (A735) (A and B) and human keratinocyte (HaCat) (C
and D) cell viability (%) after incubation with TMePyP" or ZnTMe'. NC: negative control.
PC: positive control. Error bars represent the standard deviation of three independent

experiments performed in triplicate.

In the clonogenic assay (Figure 7), all treatments exposed to light caused a decrease in
the number of cell colonies of the tumourcell line A375. This effect was much less
pronounced when the cells were incubated in the dark. Similar data were observed in

keratinocytes, showing concentration-dependence in the attenuation of colonies formation.
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Figure 7: Number of colonies after incubation of malignant melanoma (A735) and
human keratinocyte (HaCat) cells with TMePyP" (A and B) or ZnTMe" (C and D). NC:
negative control. PC: positive control. Error bars represent the standard deviation of three

independent experiments performed in triplicate.
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4. Discussion

Positively charged porphyrins are constantly studied in PDT researches, especially
because of its interaction with DNA (Caminos & Durantini, 2008; Jensen, et al 2013). As
expected, our results indicate that the cationic porphyrins caused more damage to the DNA
(Figures 2 and 3). These results also show mainly oxidised purines, since Fpg sensitive sites
were most detected. This probably happened because singlet oxygen reacts preferably with
guanines (Cadet, et al 2010; Hirakawa et a/, 2013), which suggest that type Il pathway may be
mainly mechanism for ROS generation. The DCF test supports the mainly oxidative nature of
the DNA damage caused by the porphyrins (Figure 4). This assay showed minimal activity of
the compounds in the dark, and a high generation of ROS after light exposure.

In the plasmid inactivation rates, we observed that the cationic porphyrins, both the
free base and the metalloporphyrin, were still more damaging than the anionic ones (Figure
5). Araki, 2000, suggests that the insertion of Zn in porphyrins causes them to partially
intercalate in DNA. Despite that, our results further confirms that oxidative damage is the

main mechanism of action of these porphyrins.

Even though it is important to understand the interaction between DNA and isolated
porphyrins, there are many other variables that will affect the PS’s action in the cell, as shown
before (Tasso et al, 2017). For our compounds, the pattern is repeated in the cell lines. The
TMePyP" was more lethal to both cell lines used (Figure 6). The ZnTMe", on the other hand,
had some interesting results. Porphyrins containing Zn have been reported as highly toxic (Ma
et al, 2010; Huang et al, 2019; Liang et al, 2019). In this study, the viability of HaCat cells
was higher than the A375 cells. This means that even though they were not as toxic as their
free base analogue, they exhibited some selectivity towards cancerous cells. Dubey et al.
(2011) used cationic porphyrins and their metal complexes (Zn and Mn) against lung
carcinoma cells, in which the conjugate with Zn(II) was more efficient, with an IC50 of 5.9

uM.

In the evaluation of the clonogenic assay, treatments using metal complexes when
exposed to light, decreased cell proliferation and consequent formation of cell aggregates at
concentrations of 0.1 and 5 pM. Similar to our study, the decrease in tumour colony formation

using ZnP1 was concentration-dependent, with higher toxicity at 1 uM compared to 0.1 uM
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(Yegorov et al. 2023). ZnPP were able to reduce the formation of human and rabbit bone
marrow cell colonies at concentrations from 1 to 20 uM (Lutton et al. 1997). In the study by
Rapozzi et al. (2014), TMPyP4 porphyrins when photoactivated (7.2 J/cm2) in murine
melanoma cells (B78-H1) caused strong inhibition of clonogenic growth. The porphyrins
meso-tetra-4-N-methylpyridyl-porphyrin iodide and 5,10-di-(4-acetamidophenyl)-15,20-di-(4-
N-methylpyridyl) porphyrin showed a decrease in human melanoma cell colonies in the
concentrations of 42.1 uM and 16.8 uM when exposed to red light with a wavelength of 630
nm (Szurko et al. 2003). The anticancer mechanisms of porphyrins bound to metal complexes
are generally attributed to 3 phenomena: coordination of metal ions to biomolecules through
ligand exchange reactions, non-covalent interaction with molecules, and intracellular catalytic

oxidation/reduction processes (Tong et al. 2020).

Understanding the interactions of DNA and a PS and the impact of alterations on the
PS are vital steps on developing new drugs to be used in PDT. Our results showed that
positively charged porphyrins were much more effective in inducing damage, generating ROS
and reducing cell viability. It was also observed that the addition of a Zn center made the
compound more selective towards tumours cells, even though it did not cause as much
damage as the free base porphyrin. Therefore, these two porphyrins showed promising results,

and seem to be worthy of further investigation.
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5. Conclusao

Este trabalho avaliou diversos aspectos envolvidos na indugcdo de danos e morte
celular na TFD. Os ensaios de eletroforese em gel de agarose e detecgdo de ROS por DCFH-
DA mostram que, assim como indicado na literatura, as porfirinas cationicas foram mais
eficientes em induzir danos ao DNA. Esse dano também foi condizente com o padrao da TFD,
sendo majoritariamente oxidativo e dependente de luz. A taxa de inativagdo plasmidial nao
mostrou alteragdes nesse comportamento, indicando apenas essa via de acdo dos compostos.
As andlises com culturas celulares mostram, ainda, esse comportamento das porfirinas.
Entretanto, indicam também uma maior seletividade por células tumorais da porfirina
ZnTMe' quando comparada a TMePyP'. Apesar da necessidade de mais estudos, os
resultados apresentados indicam potencial dos compostos para uso na TFD, bem como
demonstram relevancia de determinadas caracteristicas, ¢ seus efeitos na interagao do FS com

o0 DNA e a célula como um todo.
6. Perspectivas

Para continuidade do projeto, serd necessario fazer mais analises de carater fisico-
quimico dos compostos, visando entender com mais precisdo suas propriedades e acdo no
DNA e em outras biomoléculas. Também ¢ interessante estudar, em cultura celular, a
absorc¢ao e localizacdo intracelular dos compostos, assim indicando as possiveis vias de morte
celular. Como ultimo passo, expandir os modelos experimentais, usando diferentes culturas

celulares e modelos animais, além do modelo in-vitro de DNA j4 utilizado.
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