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Resumo

As porfirinas demonstraram ja as suas potencialidades em varios campos cientificos,
com principal destaque para aplicacbes medicinais como a Terapia Fotodindmica
(TFD).

Esta terapia emprega a combinacdo de oxigénio e substancias ativadas pela luz
(fotossensibilizadores) na geracdo de radicais livres. Estes, por sua vez, provocam uma
cascata de eventos oxidativos que resultam na morte das células neoplésicas por

processos de morte celular conhecidos como apoptose e/ou necrose.

Nos ultimos anos varios tém sido os esforcos para o desenvolvimento de novos métodos
para converter porfirinas em derivados com caracteristicas estruturais e

espectroscopicas adequadas para a sua potencial aplicacdo em TFD.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo a realizacdo de uma reviséo bibliografica
relativamente aos fundamentos teoéricos e a importancia das porfirinas nas varias areas,

dando especial énfase a aplicacéo das porfirinas no tratamento de neoplasias.



Abstract

Porphyrins have shown their potential in various scientific fields, with main emphasis
on medicinal applications such as photodynamic therapy (TFD).

This therapy employs a combination of oxygen and light activated substances
(photosensitizers) for the generation of toxic free radicals.

In turn, these cause an oxidative cascade of events that result in the death of neoplastic
cells by processes of cell death known as apoptosis and / or necrosis.

In recent years many efforts have been developed and new methods for the synthesis
and study of porphyrin derivatives with structural and spectroscopic characteristics
suitable for its potential application in TFD.

So, the present study aims to conduct a literature review in relation to the theoretical
foundations and the importance of porphyrins in several areas, with special emphasis on

application of porphyrins in the treatment of malignancies.
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Introducao

A designacdo de pofirina deriva do grego mop@Opa, porphura, que significa “pigmento
purpura”’; sdo compostos macrociclos tetrapirrélicos cuja existéncia é fundamental para
a vida (Milgron, 1997).

Dos seus derivados naturais mais importantes destacam-se o grupo heme e as clorofilas.
O grupo heme consiste numa estrutura tetrapirrolica constituida por quatro anéis
pirrélicos ligados por pontes de metano com quatro radicais metilo, dois radicais vinilo
e dois radicais propionilo em arranjos diferentes, dos quais a protoporfirina 1X é um dos
isdmeros. O Fe (I1) encontra-se no centro da protoporfirina IX coordenado por quatro
ligacBes ao azoto de cada anel pirrdlico (Berg et al., 2006). Ao grupo heme podem-se
associar estruturas, tais como, as da hemoglobina e mioglobina, responsaveis pelo
transporte e armazenamento de oxigénio molecular nos animais. A clorofila é uma
clorina quelatada com magnésio (Smith, 1975) e estd relacionada com 0s processos
fotossintéticos das plantas.

Existem ainda outros compostos macrociclos tetrapirrolicos de elevada importancia, tais
como, os citocromos, responsaveis pelo transporte de eletrfes, biossintese de esteroides

e destoxificagdo em varios organismos vivos (Cavaleiro e Smith, 1989).

O grande interesse destes compostos deve-se as suas potencialidades bioldgicas
associadas a versatilidade estrutural, possibilitando estudos interdisciplinares que visam

a sua utilizagdo em fontes de energia alternativas, dispositivos eletrénicos, catalisadores,
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sensores quimicos, supercondutores, ou ainda em medicina, com uma particular atencéo
na area do diagndstico e tratamento de carcinomas (Purrello et al., 1999; Tian et al.,
1998; Carre, 1999; Bem et al., 1998). Esta € uma das areas mais promissoras para estes

compostos, nomeadamente no diagndstico e tratamento do cancro (Machado, 2000).

As porfirinas sdo moléculas fotossensibilizadoras que quando irradiadas com luz
absorvem radiacdo da regido do visivel. A terapia fotodindmica (TFD) é uma
metodologia aplicado a muitas outras areas, nomeadamente na eliminacdo de
microrganismos (Carvalho et al., 2007), virus (Tome et al., 2007) em fluidos, materiais
contaminados e em infe¢des (Bonnet, 2000).

1.1 Definicao e nomenclatura das porfirinas

As porfirinas sdo compostos macrociclicos conjugados cujo nicleo base é constituido
por quatro anéis pirrélicos unidos entre si por pontes metinicas (figural.1).

Grupo Pirrol

Pontes Metinicas

Figura 1.1 Estrutura geral do ndcleo porfirinico (adaptado da internet

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/59/Porphin.png).

O estudo das porfirinas teve inicio com Kuster em 1912. Porém, foi Hans Ficher em
1929 quem realmente teve sucesso na sintese da porfirina a partir do pirrol (Milgrom,
1997).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/59/Porphin.png
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Foi este cientista alemdo premiado com o Prémio Nobel da Quimica no ano de 1930
pelas suas pesquisas na composicdo do grupo heme e da clorofila, especialmente pela
sintese do grupo heme, quem propds a primeira nomenclatura para o macrociclo

porfirinico.

Na nomenclatura proposta por Fisher os quatro anéis pirrolicos devem ser designados
pelas letras A, B, C e D, também designados pelos niumeros romanos I, 11, 11, e IV, e as
posicdes dos substituintes numeradas de 1 a 8 (figura 1.2). As pontes metinicas, também
conhecidas como posi¢cbes meso, sdo identificadas pelas letras gregas o, B, y e

d (Milgrom, 1997; Smith, 1975).

1 2 - e
posicdo F-pirrolica
% ".".\ ol 2 o 3 /"
O\ /\N/ \/ 5) 4
/ \
/\ H / 3
Iflv N N " ' | B
/ N \
7 4 H ,' posi¢cdo meso
/ 1/ \:”\ >
-l / B
6 5

Figura 1.2 Sistema de numeracédo do anel porfirinico.

Os substituintes mais comuns para as posi¢oes 1 a 8 sdo muitas vezes designadas com
as letras A, P, M e V. Assim sendo, A ¢é o acido acético (—CH,COOQOH); P é o &cido
propanoico (—CH,CH,COOH); M o radical metilo (—CHs3); e V o radical vinilo
(—CH=CH,), respetivamente.

Dependendo do tipo, posicdo e ordem dos substituintes, as estruturas derivadas podem
ser classificadas de uroporfirina, quando contém somente 0s substituintes A e P,
coproporfirina quando contém M e P, podendo o substituinte M ser trocado por A, e
protoporfirina quando contém como substituintes M, P e V (figura 1.3).
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Uroporfirina Coproporfirina
4P b P M_P M_ P
I I I I
P & & & P M M M
v II v I v IT I II
A P P P ] p P p
I11 III II1 II1
P& P A P M PM
A (-CH_COOH) P {~CH,CH,COOH) M{-CH;} P (-CH,CH,COOH)

Protoporfirina

111

P(-EH2EH2EDDH) M(-EHBL
v(—cH=cH2)

Figura 1.3 Esquema das porfirinas e seus substituintes (http://www-
medlib.med.utadh.edu/NetBiochem/hi2.htm consultado de 06/06/2013)

Além disso, quando os substituintes se encontram nas posicdes meso e sdo alifaticos, as
porfirinas sdo denominadas alquilporfirinas e quando sdo aromaticos, sdo denominadas

arilporfirinas.

O prefixo tetrakis € usado para arilporfirinas, nas quais 0s grupos aromaticos presentes
nas posicGes meso do anel porfirinico contém heteroatomos ou sdo substituidos nas

posicdes orto, meta e/ou para, segundo a figura 1.4.
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Y
Naoas—{{/ A \ /o SO:Na
= / T\?l HN \ =
Y v
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L\X}I,f‘
SONa

Figura 1.4 Exemplo de uma porfirina tetrakis, sal de sédio da 5,10,15,20- tetrakis(4-
sulfonatofenil) porfirina (Dolphin, 1997).

As porfirinas também podem ser classificadas por gerac@es: quando substituidas nas
posi¢cdes meso do anel, 5, 10, 15 e 20, com grupos fenilo, representam a classe das

porfirinas de primeira geracdo ou meso substituidas (figura 1.5).

Figura 1.5 Exemplo de uma porfirina de primeira geracdo, estrutura da (Hx(TPP)
(tetrafenilporfirina) (Dolphin, 1997).

Se os grupos fenilicos em meso apresentarem substituintes halogénios ou outros grupos

volumosos, as porfirinas passam a ser de segunda geracéo (figura 1.6).
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Figura 1.6 Exemplo de uma porfirina de segunda geracéo, estrutura da H,(TDFPP)
(tetra-2,6-difluorfenilporfirina) (Dolphin, 1997).

As porfirinas de terceira geracdo correspondem a protoporfirinas que apresentam
halogénios ou outro tipo de substituintes nas posi¢des B-pirrélicas, 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17
e 18 (figura 1.7).

F F
F M “,’/Sr .
a ff"ﬁ R
\ ;7_ A\ Y )
pY £ }:::NH N— ( /
I| II|I \
F& N~ F
ri
F » ‘/\Q: F
@

Figura 1.7 Exemplo de uma porfirina de terceira geragdo estrutura da H,(TDFPFgP)

(tetra-2,6-difluorfenil-octafluorporfirina) (Dolphin, 1997).
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Com a sintese de novas porfirinas, cada vez mais complexas, e o desenvolvimento de
novas técnicas de caracterizacao estrutural, tais como a ressonancia magnética nuclear
(RMN) e a difracdo de raios-X, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) teve a necessidade de complementar o sistema anteriormente proposto por
Ficher com uma nova numeracédo. Deste modo, os vinte e quatro 4tomos pertencentes ao
macrociclo foram numerados de 1 a 24 e os hidrogénios ligados aos atomos de azoto
numerados de N-21 e N-23, por convencao, de acordo com a figura 1.8 (Milgrom,
1997).

Numeracao Posicéo
1,4,6,9,11,14,16 e 19 o —pirrolica
5,10,15e 20 meso
2,3,7,8,12,13,17 ¢ 18 B-pirrélica

Figura 1.8 Sistema de numeracéo proposto pela IUPAC.

1.2 Propriedades e reatividade do macrociclo porfirinico

O macrociclo porfirinico pode sofrer reagdes no interior da cavidade ou na periferia do

anel.

As reacOes internas sdo promovidas pelos atomos de azoto das unidades pirrolicas.
Estes atomos participam em reacOes de acido-base, em meio acido funcionam como
bases formando espécies mono ou dicationicas e, em meio alcalino funcionam como

acidos, formando espécies mono e dianionicas (Smith, 1997).

Mais relevante é, ainda, o facto de possuir a sua capacidade de coordenar com ides
metéalicos, ndo s6 por ser nesta forma que os macrociclos tetrapirrélicos exercem as suas
atividades biologicas mais significativas, mas também devido as suas aplicabilidades de

que falaremos posteriormente.
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As porfirinas tém a capacidade de se combinarem com metais, usando 0s azotos
pirrélicos como atomos coordenadores, formando, assim, quelatos ou complexos muito

estaveis, as metaloporfirinas (Smith, 1975; Lacelles, 1964).

Como ja foi referido, é na forma de quelatos que os compostos pirrdlicos exercem as

suas fungdes mais importantes nos organismos Vvivos.

Os complexos de ferro sdo conhecidos por hemes (figura 1.9). A mudanca do estado de
valéncia do ferroso para o férrico e vice-versa, estabelece um sistema de transporte de
eletrdes, que pGe em contacto as desidrogenases intracelulares com o oxigénio exterior
(Rimington, 1962).

Encontram-se na natureza outros complexos de porfirinas e metais; por exemplo, temos

complexos de vanadio, cobre, zinco, manganésio (Lacelles, 1964).

o0C slele) =

Figura 1.9 Estrutura de uma metaloproteina com grupo heme, hemoglobina e clorofila

a (http://www.scientificpsychic.com/health/vitaminas-y-minerales.html).

Praticamente todos os metais tém possibilidade de se combinarem, in vitro, com o0s
quatro atomos de azoto centrais das porfirinas, num espaco com cerca de 3,7 A de
didmetro (Smith, 197; Rimington, 1962).

Os i06es metalicos divalentes substituem os dois a&tomos de hidrogénios dissociaveis do
nucleo porfirinico, através de ligacOes ionicas e coordenadas, dentro do mesmo plano,

com os quatro atomos de azoto (Phillips, 1960).


http://www.google.pt/url?sa=i&rct=j&q=clorofila+a&source=images&cd=&cad=rja&docid=34TETw1ywRTWrM&tbnid=Y2uKajMviydQCM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.scientificpsychic.com/health/vitaminas-y-minerales.html&ei=Dzy4UaTWB6-g0wWm5ID4Dg&psig=AFQjCNEUu4r1GRdFBiqP-kF1AZa1CTnOGA&ust=1371114878633455
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Quando os metais sd0 monovalentes (Na*, K, L*, Ag"), a estabilidade termodindmica

propria das metaloporfirinas fica diminuida (Smith, 1975).

A incorporacdo dum atomo de metal no centro do ndcleo porfirinico altera as
propriedades de absorcdo, fluorescéncia e solubilidade das porfirinas e respetivos
complexos metélicos (Milgrom,1997).

Como compostos aromaticos que sdo, as porfirinas sofrem reacdes tipicas de
substituicdo eletréfila aromatica, nomeadamente, nitracdo, halogenacdo, sulfonacéo,

alquilacéo e acilacéo (Milgrom,1997).

Existem duas posicdes passiveis de sofrer este tipo de reagdes, as posicdes B-pirrolicas e
as posicOes meso. A ativacdo de uma posicdo em detrimento da outra, € conseguida
através da modelacdo da eletronegatividade do macrociclo, ou seja, iGes metalicos
divalentes como o Mg(ll), 2Zn(ll), Cu(ll), Ni(ll) e Pd(ll) induzem uma
eletronegatividade crescente no anel, tornando-o mais suscetivel a substituicdes
elurofilicas nas posi¢des meso. Ja metais com estado de oxidacdo mais elevado como o
Sn (IV), ou as porfirinas livres, tendem a desativar estas posi¢des e a ativar as posi¢oes
B-pirrdlicas (Milgrom,1997; Kimura, 2003).

Nestes macrociclos tetrapirrélicos as substituicdo aromaticas eletrofilicas ndo sédo o
Unico tipo de reacdes a que estdo sujeitos; podem também sofrer reacdes de substituicdo
nucleofilica, reducédo, oxidacao e cicloadi¢cdo (Smith, 1975), nomeadamente nos grupos
substituintes periféricos das porfirinas, capazes de lhes produzir alteracGes estruturais

significativas, 0 que constitui uma forma de alterar e otimizar as suas propriedades.

O conjunto destas reacGes permite obter um grande numero de derivados porfirinicos,

com uma enorme diversidade de aplicacdes.

1.3 Sintese

As porfirinas, com varias estruturas quimicas e caracteristicas, podem ser isoladas da

natureza ou sintetizadas em laboratério.
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A sintese das porfirinas pode ocorrer segundo duas vias gerais: a partir de
intermediarios pirrélicos, ou por modificacdo molecular de pigmentos naturais ou de

porfirinas sintéticas.

Devido a enorme aplicabilidade dos derivados porfiricos, existe um grande nimero de
processos sintéticos e uma vasta bibliografia sobre a sintese dos mesmos, pelo que,
apresentaremos uma breve resenha das vias sintéticas, nomeadamente das meso

substituidas por constituirem a base das estruturas mais complexas.

Entre 1929 e 1940, em Munique, o bioquimico alemdo Hans Fischer desenvolveu e
compilou uma série de trabalhos relativos a técnicas para a sintese de um grande
numero de pigmentos tetrapirrolicos. Com este trabalho, a academia das ciéncias
atribuiu a Hans Fischer o Prémio Nobel da Quimica de 1930. A partir dessa época e até
aos nossos dias, tém vindo a ser desenvolvidas variadissimas vias sintéticas para obter

macrociclos porfirinicos (Smith, 2000).

No entanto, as metodologias possuem, de um modo geral, 0 mesmo principio basico:
uma reagdo de condensacdo entre aldeidos e pirrois ou dipirrometanos em condigcdes
acidicas, seguida da oxidacdo do porfirinogénio, resultando na correspondente porfirina,

de acordo com a figura 1.10.

Em 1935, Paul Rothemund sintetizou a 5,10,15, 20-tetrametilporfirina (TMP) através da
reacdo de condensacéo, entre o acetaldeido e o pirrol, a 220°C, durante 48 horas, num
recipiente fechado em atmosfera de azoto, em meio metandélico, dando inicio a sintese

de porfirinas meso-tetrassubstituidas (Rothemund, 1935).

Utilizando outros aldeidos, Rothemund conseguiu preparar mais de trinta porfirinas.
Contudo, como os rendimentos eram inferiores a 5%, e limitado a porfirinas alifaticas,
que normalmente vinham contaminadas com a correspondente clorina, o método foi

pouco utilizado.

Ja no decorrer dos anos 60, Alan Adler, Frederik Longo e os seus colaboradores (Adler,
1967), apresentaram melhorias no método proposto por Rothemund, ao realizarem a

reacao de condensagdo em meio acido e em condicdes aerobias.
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CHO
M LS
I ]
\:\"/ e
H
c ou d TP Clorina [*]

Fh

Porfirinogénio

a - Condigdes de Rothemund: piridina, 220 °C, 48 horas, auséncia de O,

b - CondicGes de Adler e Longo: CH3;CH,CO,H, refluxo, 30 min, O,

¢ - Condicdes de Lindsey: 1. TFA ou BF;, CH,Cl,, Ar, temp. amb., 30-60 min
2. DDQ ou p-cloranil, 45°C, 1 h

d - Condicdes de Rocha Gonsalves: CgHsNO,/AcOH, 120 °C, 1 h

(*) - este composto s6 se forma nas vias sintéticas a e b

Figura 1.10 Metodologias de sintese das porfirinas (Rothemund, 1941).

Este novo método foi amplamente utilizado, sendo as porfirinas obtidas com um
rendimento satisfatorio (Berg, 2006; Adler, 1967; Adler, 1964; Adler, 1968) em relacéo

ao método de Rothemund.

As porfirinas que tiveram maior interesse sintético foram as derivadas de aldeidos
aromaticos, nomeadamente, com do benzaldeido e seus derivados, como é o caso da
5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP) obtida com um rendimento de 20%, quando se
procedeu a condensacdo em refluxo, e na presenca de ar de uma mistura equimolar de

pirrol e benzaldeido em &cido propilico (figura 1.11).

O método ficou conhecido por “Método de Adler-Longo-Finarelli”, ou simplesmente
por “Método de Adler”.
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Figura 1.11 Exemplo de sintese pelo Método de Adler (adaptado de figura da internet).

Entre 1979 e 1987, Lindsey (Lindsey, 1987) desenvolveu uma nova metodologia em
duas etapas sintéticas, sendo o porfirinogénio o intermediario estavel da reacdo de
condensacdo realizada a temperatura ambiente durante 30 a 60 minutos, catalisada com
acido trifluoroacético (TFA) ou trifluoreto de boro, seguida da oxidagdo com o agente
oxidante, 5,6-diciano-2,3-diclorobenzoquinona (DDQ) ou p-cloranil dando origem a

porfirina correspondente (figura 1.12).

TFA ou BF; H
sr—cHO + 4 'Y > + 4H,0
E CH,Cl,. 25 °C R R )

CH,Cl,. 25°C

/ \ > R R
CN
3 3
Cl cl CN
OH

0
DDQ DDQH,

Figura 1.12 Método proposto por Lindsey para a sintese de porfirinas.
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Este método, apesar de ndo aumentar significativamente o rendimento das porfirinas
relativamente ao Método de Adler, permitiu 0 uso de um maior nimero de aldeidos na

preparacdo de porfirinas.

Contudo, 0 uso de elevadas quantidades de quinonas, assim como, 0 recurso a técnicas

cromatogréaficas para isolar a porfirina, tornaram-no de elevado custo apenas sendo

usado quando se pretende preparar uma pequena gquantidade de porfirina.

Na tabela 1.1 estdo resumidos alguns parametros sintéticos dos trés métodos.

Tabela 1. 1 Vantagens e desvantagens dos métodos sintéticos de porfirinas (Moss,

1995).
METODO DE METODO DE METODO DE
ROTHEMUND ADLER LINDSEY
SOLVENTE Piridina Acido propilico ou Acido acético
acido acético
TEMPERATURA 220 °C 141°C 25°C
120°C
CATALISADOR Solvente TFA
BFs.eterato
BFs.eterato/etanol
OXIDANTE 02 DDQ ou p-cloranilo
CONCENTRACAO 3,6 mol dm? 0,3-1,0 mol dm? 0,1 — 0,001 mol dm?
DOS REAGENTES
TEMPO DE REACAO 48 h 05-1,0h 1h

PROCEDIMENTO

Uma so etapa

Uma so etapa

Duas etapas

PROCESSO DE Separar 0s cristais Filtracdo Cromatografia

PURIFICACAO

RENDIMENTO <10% ~20% > 40%
APLICABILIDADE Muito restrita Moderada Ampla

Em 1991, Rocha Gonsalves e seus colaboradores (Gonsalves, 1991) na Universidade de
Coimbra propuseram preparar meso-tetraarilporfirinas, nomeadamente a TPP, num sé
passo, utilizando uma mistura de acido acético ou é&cido propilico com 30%

nitrobenzeno como solvente, segundo a figura 1.10.

13



Introducéo

O nitrobenzeno atua como agente oxidante forte, o que permite a oxidacdo do
porfirinogénio a respetiva porfirina, evitando a formacdo da clorina como produto

secundario.

Rocha Gonsalves (Nascimento, 2007) e Cavaleiro (De Paula, 2008), aliaram o beneficio
do uso do nitrobenzeno as vantagens que advém da utilizagdo do micro-ondas como

fonte de energia radiante.

Esta metodologia é bastante Util, pois, além de manter as vantagens anteriormente
referidas, permite reduzir significativamente a quantidade de solventes necessérios e

encurtar o tempo de reagao.

Recentemente, foi desenvolvido um novo método sintético que, tendo como base as
condi¢cbes de Adler, usa somente a radiacdo do micro-ondas na sintese da porfirina
5,10,15,20-meso-tetrafenilporfirina (H,TPP). O uso de radiacdo do micro-ondas
apresenta varias vantagens, nomeadamente, reagdes muito rapidas, com possivel
aplicacdo de pressdo aquando da realizacdo em recipientes fechados, bom rendimento,
boa reprodutibilidade e facilidade na purificacdo dos produtos de sintese (De Paula,
2008).

1.4 Aromaticidade do anel macrociclo porfirinico

O macrociclo porfirinico é um sistema altamente conjugado, podendo ser representado
pelas duas estruturas de ressonancia expostas na figural.13. Apesar dos vinte e dois

eletrdes, apenas dezoito deles se deslocalizam pelo anel.

Figura 1.13 Estruturas de ressonancia do anel porfirinico.

Estes dezoito eletrbes respeitam a regra de Hickel para a aromaticidade

(4n+2=meletrbes, com n = 4 e planaridade), o que permite que a porfirina possa
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apresentar formas reduzidas, clorinas, bacterioclorinas, que continuam a manter o

caracter aromatico, segundo a figura 1.14.

IL '—'-‘:_-% \_--— hlll—| Illlﬁ = —'—‘:'\. ) >_ I hjlll— ‘li'_—'—‘:\: -
_-_-ﬁ HIP - ""[E Hllb- - | 7 -_-_".'I, ] - f== ". | - \
&/ﬁ S~ &/LL&gfim) \‘\\,; "“‘xﬁf”"ﬂ--m> &/’ﬁ‘v"“’%/
a :

b

Figura 1.14 Estruturas do macrociclo porfirinico e seus derivados reduzidos(a), clorina

(b), bacterioclorina (c) e isobacterioclorina (d) (Adaptado de figuras da internet).

No anel porfirinico todos os 4&tomos de carbono apresentam hibridacdo sp?; a clorina
possui uma das ligagdes B-pirrolicas reduzida, o que faz com que os dois carbonos desse
anel apresentem hibridacdo sp*; a bacterioclorina e a isobacterioclorina possuem duas
ligacdes PB-pirrdlicas reduzidas sp® em posicdes opostas e adjacentes, respetivamente
(Milgrom, 1997; Smith, 1975).

A aromaticidade do macrociclo tetrapirrolico pode ser comprovada por ressonancia
magnética de hidrogénio, RMN *H (figura 1.17) (Milgrom, 1997; Smith, 1975).

posicdo fFpirrolica
3 -

posicao meso

a) -2,78 ppm, b) 8,85 ppm, ¢) 8,23 ppm d) 7,78 ppm, €) 7,78 ppm

Figura 1.15 Estrutura e deslocamento quimico dos diferentes protbes para a TPP.
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Os sinais dos protBes internos pirrélicos NH surgem a campos muito altos, & entre -2
ppm e -4 ppm, e os sinais dos protdes periféricos meso e B-pirrolicos a campos
significativamente baixos (6 10-11 ppm e 8-9 ppm, respetivamente). Esta diferenca
significativa nos valores dos desvios quimicos, advém da protecdo gerada pelos eletrées

7 no interior do anel e desprotecdo no exterior deste (Milgrom, 1997; Smith, 1975).

Os estudos de raios-X demonstraram a planaridade do nucleo da porfirina reforcando o

carécter aromatico do anel porfirinico (Milgrom, 1997; Smith, 1975).

O facto do anel macrociclo possuir uma série de ligacdes duplas conjugadas, confere-
Ihe a capacidade de absorver na regido do visivel (figura 1.17), apresentando cores

carateristicas, tais como as observadas (figura 1.16).

Hemoglobina | Clorofil

Figura 116 Exemplo de compostos porfirinicos e da sua cor
(http://lwww.medicina.ufmg.br/inct/?p=2165; www.tudosobreplantas.net).

O espectro eletronico é constituido por uma banda de absorcéo de intensidade forte por
volta dos 400 nm, denominada banda Soret, e, ainda, por um conjunto de quatro bandas
de menor intensidade localizadas entre os 500-650 nm, designadas por bandas Q,
segundo a figura 1.17 (Milgrom, 1997; Smith, 1975).
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Figura 1.17 Espectro eletronico (UV-Vis) tipico da porfirina (Milgrom, 1997).

A banda Soret deve-se a deslocalizagdo dos 18 eletrdes = do macrociclo tetrapirrdlico.
Esta mantém-se presente nos espectros eletrénicos das clorinas, bacterioclorinas e
isobacterioclorinas, sendo a banda que indica a aromaticidade do macrociclico. No
entanto, a posicdo e a intensidade das bandas desta, permite identificar o tipo de
derivado reduzido (Milgrom, 1997; Smith, 1975).

As bacterioclorinas apresentam uma banda de forte absorcdo na zona dos 700-750 nm,
seguidas das clorinas que apresentam uma banda Q na regido dos 650 nm, muito mais
intensa do que a das porfirinas, e entre 500nm as isobacterioclorinas apresentam trés
bandas Q de intensidade crescente (figura 1.18). Estas quatro bandas de menor energia
correspondentes a transi¢fes proibidas por simetria, sdo as responsaveis por conferir as

diferentes cores aos diferentes derivados porfirinicos (Milgrom, 1997; Smith, 1975).

A quelatacdo de porfirinas com iBes metélicos, metaloporfirinas, também pode ser
identificada por espectroscopia eletronica onde ocorre uma simplificacdo do espectro
eletronico. Neste caso, apresenta apenas duas bandas Q, denominadas de o e B, que
estdo associadas ao aumento da simetria do macrociclo, como se pode verificar na
figura 1.19 (Milgrom, 1997; Smith, 1975).

A classificacdo de porfirinas de acordo com o espectro eletrénico encontra-se bem
descrita em livros destacando-se a obra descrita por Martin Gouterman (Gouterman,
1978).
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Figura 1.18 Espectro eletronico (UV-Vis) para derivados porfirinicos, Por-porfirina,

MPor-metaloporfirina (Milgrom, 1997).
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Figura 1.19 Espectro eletronico (UV-Vis) para porfirinaH,TTP(---) e a metaloporfirina
ZnTTP(---) (Milgrom, 1997).
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Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica, TFD, tem como base a combinacdo de um composto
fotossensivel a um dado comprimento de onda com a capacidade de ativa-lo,
produzindo espécies reativas, capazes de induzir a apoptose das células (Machado,
2000; Simplicio et al., 2002).

A TFD tem como objetivo a destruicdo localizada do tecido anormal, sendo um
tratamento alternativo, quer para tumores de natureza benigna, quer para tumores de
natureza maligna (Charleswortht, P. et al., 1994), apresentando efeitos secundarios
menos agressivos que 0s tratamentos tradicionais, tais como a radioterapia e a
qguimioterapia, permitindo que o paciente tenha uma melhor qualidade de vida durante o

tratamento, assim como, uma melhor recuperagéo.

A fototerapia tem vindo a ser utilizada em tumores, onde a penetragdo da luz é facilitada
por exposicdo direta ou pela utilizacdo de fibras 6ticas com a ajuda da endoscopia,

como é o caso do cancro do pulméao, pele, bexiga, intestino e trato gastrico.

Contudo, a TFD néo se restringe somente ao tratamento de tumores, possui um grande
namero de outras aplicacdes, como € o caso do diagndstico, a profilaxia antes e apds
remocao cirdrgica do tumor (Machado, 2000; Bega, 2008), a degeneracdo macular da
retina, a psoriase, a verrugas, a arteriosclerose, a infecBes bacterianas, entre outras

patologias (Perrissi, 2007; Simplicio et al, 2002).
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2.1 Aspetos historicos da terapia fotodinamica

O uso da luz como terapia na medicina, teve sua origem nas antigas civilizacbes da
Grécia, Egito e India, onde utilizavam a luz para tratar diversas doencas. Estes povos
ancestrais, combinavam a luz com as sementes de Psoralea corylifolia para o
tratamento de psoriase e vitiligo, mas estes conhecimentos foram perdidos durante
séculos (Eldeson, 1988; Bonnett, 2001). Ja decorria 0 século XX, quando o efeito
fototdxico sobre as células tumorais levou ao desenvolvimento da terapia fotodindmica
redescoberta pela civilizacdo ocidental no inicio do seculo XX por Niels Finsen, Oscar
Raab e Herman von Tappeiner (Daniell e Hill,1991; Stables e Ash, 1995; Dolmans,
Fukumura e Jain, 2003).

Em 1900, na Alemanha, Oscar Raab, estudante de doutoramento sob a orientacdo de
Von Tappeiner, observou que a combinagéo da luz solar com o corante acridina
resultava na morte de alguns microrganismos, nomeadamente algumas espécies de
Paramecium (Raab, 1900).

No final do seculo XIX e inicios do XX, na Dinamarca, Niels Finsen, galardoado com o
prémio Nobel da Medicina em 1903, desenvolveu a fototerapia no tratamento de

doencas da pele.

Nesse mesmo ano, foi realizada a primeira aplicacdo clinica da terapia fotodinamica
com 0 uso topico de eosina e luz no tratamento da neoplasia cutanea basocelular
(Tappeiner e Jesionek, 1903). Ja no ano 1907, a terapia fotodinamica foi definida como
sendo a interagdo entre luz, uma substdncia fotossensibilizadora e moléculas de
oxigénio (O,) (Tappeiner, 1907). Esta tripla combinacdo poderia resultar no stress
oxidativo do tecido tumoral, levando-o a morte. Em 1924, observou-se que moléculas
de porfirinas, na presenca de luz, podiam tornar-se toxicas para os tecidos humanos
(Policard, 1924).

Quase no fim dos anos 60, Lipson relatou um caso de tratamento bem-sucedido de
neoplasias de mama utilizando, como agentes fotossensibilizadores, derivados de
porfirina, conhecidos como hematoporfirinas, e irradiagdo com luz visivel (Lipson et

al., 1966). Nos finais dos anos 70, Thomas Weishaupt e seus colaboradores postularam
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que o oxigénio singleto (*O,) era o principal agente téxico produzido através da

combinacéo entre luz, fotossensibilizadores e a molécula de O, (Weishaupt et al., 1976).

Thomas Dougherty foi um dos principais fundadores do mais avangado centro de
terapia fotodindmica, vinculado ao Roswell Park Cancer Institute em Buffalo, E.U.A..
Com ele a TFD passou a ser reconhecida como mais um tratamento para as neoplasias,
tendo sido utilizado com sucesso no tratamento de varios tipos de tumores. (Doughert e
Mc Donald, 2001).

Na Figura 2.1, encontram-se resumidos os principais eventos do desenvolvimento da
TFD.

2.2 Principios Basicos da terapia fotodinamica

A TFD envolve dois componentes individualmente ndo tdxicos, o fotossensibilizador e
0 oxigénio molecular. O tratamento fotodindmico consiste na administracdo do
fotossensibilizador, o qual, apés um certo intervalo de tempo suficiente para a sua
acumulacdo no tecido tumoral, é irradiado para o excitar o fotossensibilizador (Bechet
et al., 2008).

A combinacdo da luz visivel com o fotossensibilizador, na presenca de oxigénio
molecular, produz agentes citotdxicos letais, podendo os mesmos inativar as células

tumorais (Sharman et al., 1999; Dolmans et al, 2003).

O fotossensibilizador pode ser administrado por diversas vias, entre as quais, injecdo

endovenosa ou aplicacdo tdpica na pele (Dolman et al, 2003).

A luz visivel é aplicada a um comprimento de onda especifico, que coincide com o
comprimento de onda de absor¢do maxima do fotossensibilizador (Chatterjee, Fong &
Zhahg, 2008), o qual é ativado, excitado, e transfere energia da luz para o oxigénio
molecular, resultando, dessa interagdo, a formacédo de espécies reativas do oxigénio que

destroem as células tumorais (figura 2.2).
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Oscar Raab demonsirou os

efeitos efeito fototoxico da —,—
acridina com a e em

Miek Finsen utilizou a hwr no

tratamento da variola e
_ .
tuberculose cutinea
| I

FPoramecium candatm

Niek Finsen ganhou o prémio

Nohel pelos seus irabalhos na Herman Von Tappeiner e

fototerapia Jesionek usaram eosina topica
com luz hranca para o
tratamento de tumores da pele

Yon Tappeiner e Jesionek

introduziram o termo —

fototerapia

Figura 2.1 Cronograma da histdria da terapia fotodindmica (Dolmans et al., 2003).
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‘ —c=h
\, (
)
>
L p

Injecdo intravenosa do Acumulacao do fotossensibilizador nas
fotossensibilizador células malignas
’
) Luz
Ativacgéo do fotossensibilizador As células malignas séo destruidas
com luz seletivamente

Figura 2.2 Desenho esquematico das quatro fases da terapia fotodindmica (Bastos et al,
2012).
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As reagOes ocorrem no local restrito em que o fotossensibilizador absorve luz. Desta
feita, as respostas bioldgicas ao fotossensibilizador ddo-se apenas nas areas as quais 0

tecido foi exposto a luz (Dolmans et al., 2003).

A supra mencionada técnica confere maior seletividade ao tecido neoplasico, uma vez
que apenas essas células que sdo expostas ao fotossensibilizador, a luz e ao oxigénio e,
consequentemente, ao efeito citotoxico. A seletividade da TFD é produzida, quer pela
seletividade do fotossensibilizador para o tecido tumoral, quer pela capacidade de se
conseguir ativar o fotossensibilizador apenas no tecido tumoral, caracteristica esta
atribuida ao comprimento de onda da luz. Dessa forma, a TFD permite a destruicdo

seletiva dos tumores, enquanto mantém intacto o tecido normal (Sharman et al., 1999).

2.2.1 Mecanismos fotofisico e fotoquimico

O processo fotodindmico inicia-se quando o fotossensibilizador (FTS) absorve um fotéo
do comprimento de onda apropriado e, de seguida, sofre decaimentos simultaneos ou

sequenciais que resultam em reagdes de transferéncia de energia intramolecular.

Os dois tipos de processos fotodinamicos séo: a foto-oxidacéo por radicais (Tipo 1) e a
foto-oxidacdo das moléculas de oxigénio a oxigénio singleto (Tipo Il) (Shibata et al.,

2000), tal como se ilustra na figura 2.3.

Nas principais reacdes o fotossensibilizador (FTS) é ativado para um estado singleto
excitado (S;). As moléculas nesse estado decaem rapidamente de volta ao estado
fundamental (Sp), com a emissdo de luz (fluorescéncia) ou calor, ou para o estado
tripleto (T1). O fotossensibilizador, no estado tripleto excitado (T;), pode decair para o

estado fundamental por fosforescéncia ou reagir de trés formas:

Reacéo de Tipo I: O FTS excitado no estado tripleto (T;) reage diretamente com

o substrato (°0,), formando espécies reativas de oxigénio, tais como o0s anides
superdxido, radicais hidroxilo e peroxido de hidrogénio, causando danos bioldgicos

irreparaveis.

Reacdo de Tipo Il: o FTS, excitado no estado tripleto (T,), transfere energia

diretamente para o oxigénio molecular (%0,), originando oxigénio singleto (*0,). O
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oxigénio singleto é extremamente reativo podendo interagir com um largo namero de

substratos bioldgicos, induzindo assim, dano oxidativo e morte celular.
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Figura 2.3 Mecanismos da terapia fotodindmica associados a regressdao tumoral-
Diagrama de Jablonski modificado (Shibata et al., 2000).

O oxigénio singleto é o principal agente citotoxico que, sendo um eletrofilo forte, reage
rapidamente com as ligagGes carbono-carbono insaturadas, nucleofilos neutros, tais
como, sulfuretos e aminas, bem como anides (De Rosa e Crutchley, 2002), podendo,
desta forma, reagir com um numero elevado de moléculas biol6gicas, nomeadamente,
os triglicerideos, o colesterol, fosfolipidos, aminoacidos, metionina, bases nitrogenadas,

entre outros.

Em ambiente celular, o oxigénio singleto apresenta um tempo de vida de
aproximadamente 2 us, podendo difundir-se apenas num volume esférico de 10 nm de
didmetro durante esse mesmo periodo (Hynninen e Nyman, 2004). Desta forma, a
extensdo do dano é limitada ao local de concentracdo do fotossensibilizador, que deve
estar acumulado perto do alvo no momento da iluminacdo (Triesscheijn et al., 2006;
Chatterjee, Fong & Zhang, 2008).

A relacdo entre o tempo de vida, a reatividade e a distancia de difusdo entre os
citotoxicos e as biomoléculas bioldgicas, encontra-se representado na figura 2.4
(Redmond e Kochevar, 2006).
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Figura 2.4 Tempo de vida, a reatividade e a distancia de difusdo entre os citotoxicos e

as biomoléculas bioldgicas (Redmond, 2006).

2.2.2 Resposta Bioldgica

A TFD induz a producdo de agentes citotoxicos que rapidamente destroem as
células neoplasicas; esta resposta € afetada in vivo pela complexidade dos sistemas
bioldgicos. Diversos alvos celulares podem ser afetados durante a TFD, incluindo a
mitocondria, as membranas plasmaticas, o reticulo endoplasmaético, o aparelho de Golgi
e o nucleo. A morte celular pode ocorrer por necrose ou apoptose (Sharman et al., 1999;
Buytaer et al., 2007).

A eficacia da TFD no tratamento do tumor maligno é multifatorial, uma vez que,
depende do tipo de fotossensibilizador, da concentracdo do farmaco e da sua localizacéo
intra e extracelular, da dose de luz exposta, do tempo decorridos apds a administragdo
do farmaco, da exposicao a luz e, ainda, da disponibilidade de oxigénio (Dolmans et al.,
2003; Triesscheijn et al., 2006).

Os fatores supra descritos podem provocar a morte celular por trés processos
independentes, mas, possivelmente relacionados, os quais contribuem para a eficiéncia
na destruicdo do tumor pela TFD: a morte celular tumoral direta por necrose ou
apoptose; destruicdo vascular do tumor e ativacao da resposta imune contra as células
tumorais remanescentes (Dolmans et al., 2003; Castano et al., 2005b; Castano, 2006;
Triesscheijn et al., 2006; Buytaert, 2007).
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As espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto (*O.), sdo responsaveis pela

morte celular direta das células tumorais, que pode ocorrer por necrose ou apoptose.

Este comportamento é diferente da maioria dos agentes citotdxicos convencionais,
como é o caso da quimioterapia, que geralmente causam a morte celular apoptdtica
(Castano et al., 2006).

A destruicdo da microvascultura na zona do tumor também é observada apds tratamento
com a TFD, o que faz com que haja a privacdo de oxigénio e nutrientes no local da
fototerapia, resultando tal agdo em hipoxia severa e persistente, a qual culmina com a
morte do tumor. Além disso, a TFD é capaz de ativar a resposta imune contra as células
tumorais: esta resposta envolve a atividade anti tumoral das células inflamatdrias
induzidas pela TFD, assim como, a geracao de uma resposta imunoldgica anti tumoral

prolongada (Castano, 2005b).

A importancia relativa de cada um dos processos descritos para a resposta geral do
tumor, ainda ndo esta bem definida. Contudo, a combinacdo de todos os processos €

fundamental para a cura do tumor. (Dolmans et al., 2003 Castano,2005b).

2.2.3 Fotossensibilizadores

Como ja foi referido anteriormente, os fotossensibilizadores sdo compostos que
absorvem energia da luz a comprimentos de onda especificos e que, posteriormente,
utilizam esta mesma energia desencadeando uma série de reagdes com a participacdo da
molécula de oxigénio, que resulta na morte das células cancerigenas. (Sebata et al.,
2000).

A principal caracteristica do fotossensibilizador € a capacidade deste se
acumular preferencialmente no tecido tumoral e produzir agentes citotoxicos para
induzir a morte do tecido tumoral onde se acumulou (Sharman et al., 1999). No entanto,
existem diversas propriedades que um fotossensibilizador ideal deve apresentar,

encontrando-se as mesmas resumidas na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 Propriedades que um fotossensibilizador ideal, (Jori, 1996; Sharman et al.,

1999; Allison et al., 2004).

PROPRIEDADES

CARACTERISTICAS

FiSICO-QUIMICAS

Alta pureza quimica, ou seja, auséncia de toxicidade e de
formacdo de subprodutos toxicos

Alto coeficiente de extingdo molar no visivel

Baixa tendéncia a agrega¢do no meio aquoso

FOTOFISICAS

Longo tempo de semi-vida no estado tripleto

Alto rendimento de geracdo de oxigénio singleto e
espécies reativas de oxigénio e/ou transferéncia de
eletrdo para moléculas de substrato

FARMACOLOGICAS

Direcionamento seletivo e eficiente para o tecido tumoral
Eliminacdo rapida do organismo
Baixa toxicidade sistémica

FOTOTERAPEUTICAS

Destruicéo preferencial e eficiente de células tumorais
Auséncia de efeitos adversos, devido a baixa acumulacéo
na pele, evitando a fotossensibilidade cutanea

Minima toxicidade no escuro e citotoxicidade apenas na
presenca de luz

Auséncia de potencial mutagénico ou carcinogénico

Os fotossensibilizadores podem ser classificados em familias, de acordo com a

sua estrutura quimica, conforme apresentado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Classificacdo dos fotossensibilizadores (Menezes, 2006).

FAMILIA DOS FOTOSSENSIBILIZADORES

DERIVADOS DA Derivados da  hematoporfirina,  derivados da
PORFIRINA benzoporfirina, texafirinas

DERIVADOS DA Clorinas, pupurinas, bacterioclorinas

CLOROFILA

CORANTES Ftalocianinas, naftalocianinas

As porfirinas sdo geralmente conhecidas como a primeira geracdo de

fotossensibilizadores baseados na hematoporfirina. Os derivados da porfirina, apds a
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purificacdo e manipulagdo, foram transformados em produtos comerciais denominados
de Photofrin®, Photosan®, Photocan® (Allison et al., 2004).

O Photofrin® foi o primeiro fotossensibilizador aprovado pela FDA, Food and Drug
Administration, em 1993, no Canad4, para uso clinico na TFD, em neoplasias da
bexiga. Atualmente, ja foi aprovado por varias agéncias de salde, sendo utilizado no
tratamento de diversos tipos de neoplasias e em varios paises, como por exemplo, a
Franca, a Alemanha e o Japdo, para o tratamento do tumor do pulméo, do trato digestivo
e urinério. Embora o Photofrin® represente um importante progresso nas pesquisas
oncoldgicas, envolvendo menores efeitos colaterais, apresenta algumas limitagdes que

devem ser referenciadas:

1) Apresenta fraca absor¢do na regido da “janela terapéutica”, limitando a

eficiéncia da TFD;

2) A eliminacdo deste FTS pelo organismo é bastante lenta, o que resulta numa
prolongada fotossensibilidade do tecido irradiado, exigindo que o0 paciente permaneca

protegido da luz por varios dias;

3) E constituido por uma mistura complexa de derivados de hematoporfirinas,
necessitando de métodos de isolamento e purificacdo do farmaco complexos e de custos

elevados.
4) Apresenta baixa seletividade para o tecido tumoral €;

5) Tem baixo coeficiente de extingdo molar, o que faz com que se necessite de
doses altas do medicamento para se obter uma resposta terapéutica satisfatoria,
provocando efeitos secundarios, tais como, aumento da frequéncia urinaria e espasmos

da bexiga.

Embora estas limitacbes ndo tenham interrompido o wuso do Photofrin, o
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores com maior eficacia é de grande
importancia (Sharman et al. , 1999), levando ao desenvolvimento de novas moléculas
fotossensibilizadores, tais como os derivados da porfirina, as clorinas, as ftalocianinas e
as naftalocianinas. Estes compostos apresentam algumas vantagens, entre as quais, 0
facto de serem puros, bons geradores de oxigénio singleto e apresentarem uma alta

absorcdo aos comprimentos de onda onde ha méxima transmitancia de luz pelos tecidos,
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650 a 800 nm, resultando numa maior eficicia na morte celular dos tumores. Por outro
lado, estes fotossensibilizadores apresentam maior seletividade para tecidos tumorais e
rapida eliminacdo do organismo, o que minimiza os efeitos secundarios (Schuitmaker et
al., 1996; Konan et al., 2002; Chatterjee et al., 2008).

O Photosense® é um fotossensibilizador de segunda gera¢éo, tendo sido aprovado para
uso na TFD na Russia e na India. Trata-se de uma mistura de derivados da aluminio-
ftalocianina sulfonada, com atividade promissora no tratamento de diversos tipos de
neoplasia (Sharman et al., 1999; Allison et al., 2004).

Os principais fotossensibilizadores ja aprovados para o0 uso na TFD estdo apresentados
na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Principais fotossensibilizadores ja aprovados para o uso na TFD, e

respetivas neoplasias (Adaptado de Dolmans et al., 2003).

DOENGA FARMACO
QUERATOSE ACTINICA Levulan®
Metvix®
ESOFAGO BARRETT Photofrin®
CARCINOMA DE CELULA Metvix®
BASAL
CARCINOMA CERVICAL Photofrin®
CARCINOMA Photofrin®
ENDOBRONQUIAL
CARCINOMA ESOFAGICO Photofrin®
CARCINOMA GASTRICO Photofrin®
CARCINOMA DA CABEGCAE Foscan®
DO PESCOCO
CARCINOMA DA BEXIGA Photofrin®
CARCINOMA DA PELE, Photosense®

MAMA, PULMAO E
GASTROINTESTINAL

DISPLASIA CERVICAL Photofrin®
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Porfirinas como Agentes da Terapia

Fotodinamica

O cancro é uma patologia normalmente caracterizada por um crescimento desordenado
de algumas células de um tecido, com multiplicagdo e propagacdo descontrolada destas
células pelo corpo humano (Rang et al., 2004). A sua formacédo é, frequentemente,
atribuida a alteragcGes cromossdmicas ocorridas durante o ciclo de divisdo celular. Neste
caso, estas mutacdes geram anomalias metabolicas que podem originar o descontrolo
dos mecanismos de divisao celular (Elsaleh et al., 2000; Stewart, 1998; Simplicio et al.,
2002).

As terapias mais utilizadas no tratamento do cancro sdo: a intervencgdo cirdrgica, a
quimioterapia e a radioterapia. A primeira é normalmente utilizada na remocé&o fisica de
tumores solidos. Neste procedimento cirlrgico, geralmente, remove-se uma area para
além da regido tumoral, podendo causar sequelas fisiolégicas ou mesmo causar
amputacdes e desfiguracdo do paciente, levando impreterivelmente a afetacdo da sua

auto estima e do seu relacionamento social.

No tratamento quimioterapico usam-se farmacos anti- neoplésicos, cuja funcéo é inibir a
replicacdo das células. Infelizmente, os efeitos destes compostos ndo estdo confinados

as células neopléasicas, sendo que, na maioria dos casos, também atinge as células
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normais. Deste modo, os efeitos citotoxicos podem tornar-se deletérios para o doente

com o0 aumento das dosagens.

A radioterapia € um tratamento no qual se utiliza radiacdo ionizante, como 0s raios X,
raios gama ou particulas subatomicas para destruir as células neoplésicas. A radioterapia
pode ser realizada ap0s a cirurgia, em associa¢do, ou ndo, com a quimioterapia, por
forma a minimizar os riscos de uma recidiva do tumor, tendo também indicacdo antes
da cirurgia, sendo que, neste caso, a sua funcao é reduzir a massa tumoral, facilitando o
ato cirurgico de remocao do tumor. A radioterapia ndo € um procedimento in6cuo, pois
apresenta diversos efeitos secundarios variaveis em fungéo da area que é tratada. Alguns
dos efeitos mais comuns sdo fadiga, irritacdo ou alteracdo da cor da pele sujeita a
radiacdo, perda temporaria ou permanente do cabelo, perda do apetite, infertilidade ou

mesmo esterilidade, secura ou estreitamento vaginal, impoténcia, etc.

Neste contexto, a fototerapia tem vido a ser usada como uma nova ferramenta bastante

atil no tratamento alternativo das neoplasias.

As porfirinas e seus derivados sdo compostos com alto potencial de utilizacdo na terapia
fotodindmica, TFD, uma vez que, sendo agentes cromdforos fotossensiveis aos
comprimentos de onda na faixa de 630 nm (bandas Q), apresentam um alto rendimento
quantico do estado tripleto, gerando quantidades significativas de oxigénio no estado
singleto (Perussi, 2007), condi¢Bes necessarias para que o fotossensibilizador, FST, seja

usado como antineoplasico em TFD.

Além disso, a afinidade dos FST pelos tecidos neoplasicos, em comparagcdo com 0s
tecidos sadios, confere-lhes grande especificidade e menor citotoxicidade que as

terapias tradicionais.

3.1 Derivados porfirinicos

Os derivados porfirinicos apresentam elevada afinidade para lipoproteinas de baixa
densidade, LDL, que se encontram em maior quantidade nos tecidos tumorais. Esta

propriedade melhora a biodisponibilidade dos compostos porfirinicos para o tecido
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tumoral acumulando-se nessas células e possibilitando uma acéo localizada da TFD
(Machado, 2000; Simplicio, 2002; Tessaro, 2005; Tominga et al., 2004).

Outro fator que pode contribuir para a maior retengdo das porfirinas nas células
neoplasicas, sdo os baixos valores de pH do fluido intersticial do tecido tumoral
relativamente ao tecido normal. A producdo de acido lactico nas células tumorais é
maior, devido a uma alteracdo no mecanismo respiratorio das células, provocando uma
diminuicdo do pH deste tecido. Assim sendo, o pH do tecido tumoral varia entre 6,0 e
7,0 face ao pH em tecidos normais, o qual estd compreendido entre 7,2 e 7,4. Com 0
aumento da acidez, aumenta a ionizagdo das porfirinas com valores de pK, menores,
tornam-se mais hidrossoluveis e podendo ser retidas de forma seletiva (Lehninger,
2000; Menezes, 2006).

Por outro lado, as porfirinas que apresentam uma elevada lipossolubilidade tém maior
tendéncia para a auto-agregacdo em solucdo aquosa (Soares, 2006), originando, assim,

alteracdes cromofdricas e diminuicdo da producédo de oxigénio singleto.

As porfirinas também podem sofrer reacdes de fotobranqueamento, ou seja, foto
decomposicdo quimica induzida pela luz, transformando-se em espécies com

carateristicas fotofisicas menos interessantes para a TFD.

3.2 Agregacao

Agregacdo é um fenomeno intermolecular que ocorre em solugdo, envolvendo
associacao entre moléculas do soluto (auto agregacdo), ou entre o soluto e o solvente.
Apesar do processo de auto-agregacdo nas porfirinas ndo estar bem esclarecido, as
moléculas podem associar-se em forma de dimeros, trimeros, e oligbmeros, assim
como, em combinacdes destes. Dependendo da extensdo da agregacdo, pode ocorrer

precipitacao.

Os tipos de forcas intermoleculares envolvidas entre as moléculas dos agregados séo:
ponte de hidrogénio, interacBes eletrostaticas, incluindo interagdes entre o sistema ,
forcas de Van der Waals e interacdes hidrofdbicas. O tipo de forgca depende da estrutura
do composto, sendo as interacfes do sistema m as que apresentam maior contribuicdo

para a auto-agregacao das porfirinas e de outros compostos aromaéticos (Hutener, 1990).

Na figura 3.1 encontram-se representadas as diferentes formas de agregacéo.
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a) b) c) d)

Figura 3.1 Representacdo das formas de auto agregacgéo: face a face (a), entre laterais
(b), face-lateral (c) e entre faces paralelas deslocadas (d) (Hutener, 1990).

As auto agregagbes mais comum comuns das porfirinas sdo as de faces paralelas
deslocadas (d), onde os anéis estdo paralelos e separados por uma distancia de 3,4-4,0
A. Esta forma esta associada a interacdo entre os aneis pirrolicos, ricos em eletrdes,
figura 3.2., com locais deficientes eletronicamente tais como o0s hidrogénios

endociclicos ou o ido metalico nas metaloporfirinas (Hutener, 1990; Kasha, 1965).

Figura 3.2 Agregados de porfirinas entre faces paralelas deslocadas e face a face (figura
montada a partir de imagens disponiveis na internet).

A formacdo de agregado &€ um processo reversivel que geralmente se encontra em
equilibrio. Este equilibrio é afetado por alguns fatores fisicos, que podem favorecer a

formacdo do produto de agregacao ou a do monoémero (figura 3.3) (Hutener, 1990).

As caracteristicas lipofilicas das porfirinas sdo um fator que condiciona o processo de
auto agregacdo: as porfirinas hidrofbicas em meios aquosos tém maior tendéncia para
formar dimeros ou agregados de maiores dimensdes que as porfirinas mais hidrofilicas
(Kessel, 1991). A presenca de cadeias polares laterais nas estruturas das porfirinas
favorecem a solvatacdo da molécula pela &gua, diminuindo a auto-agregacdo em
consequéncia do aumento da repulsdo eletrostatica ou do impedimento estérico entre as
cadeias laterais (Richelli, 1995).
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o AGREGADO
MONOMERO

Figura 3.3 Fatores que afetam o equilibrio entre agregado e 0 mondémero (Hutener,
1990).

Deste modo, as porfirinas soliveis em &gua tém menor capacidade para a auto
agregacdo. Além disso, foi observado uma maior acumulacao das porfirinas hidrofilicas
no tecido tumoral aumentando o interesse destas nos estudos da interacdo em modelos
bioldgicos (Winkelman, 1985).

Além da influéncia da estrutura da molécula de porfirina e dos fatores referidos na
figura 3.3, a auto-agregacdo depende de outros fatores, tais como pH, for¢a ionica e

interacdo com outras moléculas.

A forca iénica do sangue € da ordem dos 0,36 mol/L, devido a elevada concentracdo de
i0es, 0 que pode alterar as interagdes eletrostaticas entre as moléculas de porfirinas e
biomoléculas, tais como albumina e o0 DNA, e, consequentemente, 0 seu processo de

auto-agregacéo (Borissevitch, 1996; Borissevitch, 1998).

Pequenas mudancas no pH podem alterar o equilibrio entre as formas protonadas e
desprotonadas das porfirinas (figura 3.4), influenciando o processo da sua auto-
agregacgéo ou desagregacéo, e alterando a biodisponibilidade do fotossensibilizador para
0 tecido tumoral (Bohmer, 1985; Moan, 1987).

Também a presenca de sistemas microorganizados, como membranas biolégicas,
micelas e macromoléculas, tais como &cidos nucleicos ou proteinas, podem influenciar a

auto-agregacéo ou desagregacéo das porfirinas (Borissevitch, 1996; Borissevitch, 1998).

35



Porfirinas como Agentes da Terapia Fotodindmica

Figura 3.4 Forma desprotonada e protonadas da porfirina (figura montada a partir de
imagens disponiveis na internet).

Além disso, a porfirina é absorvida quer pelos tecidos normais quer pelos tecidos
tumorais. Contudo, as células tumorais, por apresentarem um metabolismo diferenciado,
retém o FTS por um periodo mais prolongado, cerca de 72 horas, em detrimento das 24-
36 h das células normais, o que pode favorecer, quer o processo de auto agregacao, quer

0 processo de desagregacao das porfirinas (Dougherty, 1987; Jori, 1992).

As condicdes externas, ao interferirem no equilibrio monémero/agregado, afetam, quer
a estrutura dos agregados, quer o tempo de auto agregacdo, podendo promover a
agregacdo ou a desagregacgdo, exercendo assim uma grande influéncia na eficécia das

porfirinas na TFD.

A formacdo de auto agregados pode alterar a forma do espectro eletronico da porfirina,

ocorrendo o alargamento das bandas, a redugédo do € e o deslocamento do Amax.

Para auto agregados lineares, formados por interacbes dipolares, ocorre um
deslocamento do Amax para o vermelho (deslocamento batocrémico). Para agregados
paralelos, ocorre um distanciamento entre os niveis de energia do estado fundamental e
excitado, conduzindo a um deslocamento para o azul (deslocamento hipsocrémico).
(Aggarwal, 2006; Parkash, 1998).

Na figura 3.5 apresenta-se a comparagao entre as energias de transicdo do mondémero

(@), dimeros lineares (b) e dimeros paralelos (c).

A agregacdo é considerada um fator muito importante, visto que € comum ocorrer entre
as moléculas dos FTS e o meio fisioldgico. Os auto agregados de porfirinas apresentam
propriedades fisicas e fotofisicas diferentes das propriedades dos mondmeros de origem,

podendo destacar-se : 1) a solubilidade; 2) o espectro eletronico; 3) o baixo rendimento
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quantico de fluorescéncia e 4) a diminuicdo dos rendimentos na formacéo de tripletos e
na geracdo de singletos, exercendo uma grande influéncia na eficacia das porfirinas na
TFD.

Energia

Figura 3.5 Relagdo entre as energias de transicdo do monomero (a), o dimero linear (b),

e o dimero paralelo (c) (Fernandes, 2007).

3.3 Reac0es de fotobranqueamento

O processo de fotobranqueamento ou fotodegradacdo de um FTS consiste na
modificacdo da sua estrutura, provocada por espécies reativas de oxigenio (ROS),
geralmente o oxigénio singleto, produzidos durante o tratamento com TFD pelo proprio
FTS. Tal modificacdo reduz a quantidade de FTS inicial e de ROS, originando uma
perda na eficiéncia do tratamento e uma incompleta destruicdo do tumor (Menezes,
2006).

Assim, uma caracteristica importante para que um determinado composto possa ser
usado em TFT, é que este ndo sofra fotobranqueamento ou fotodegradacdo durante o

tratamento clinico.

O oxigénio singleto, 'O,, por ser uma espécie extremamente reativa, pode promover a
degradacdo dos compostos fotossensibilizadores que foram o0s seus proprios
precursores, caracterizando um tipo especial de fotobranqueamento, como demonstra a

figura 3.6.
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Figura 3.6 Fotobranqueamento de um composto porfirinico, na presenca de oxigénio
singleto (Ribeiro, 2005).

O fotobranqueamento mais comum em TFD pode ocorrer por processo de foto-oxidagdo

ou foto-reducédo, sendo o primeiro 0 mais comum (Menezes, 2006).

Existem dois tipos de fotodegradacdo irreversivel que levam a modificacOes

permanentes na estrutura do FTS:

I-Foto-modificacdo: ocorre modificagdo da estrutura do FST e

consequentemente uma diminuicdo na intensidade de absorcdo e emissdo de
fluorescéncia a alguns comprimentos de onda. Também se verifica a diminui¢do da
intensidade dos picos de absorcao e o aparecimento de uma nova banda de absor¢do no

espetro.
LUz

CROMOFORO
_) MODIFICADO

SOLVENTE
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I1- Fotobranqueamento verdadeiro: Surge quando as mudangas quimicas séo

profundas e resultam em fragmentos pequenos que ndo tém absorcdo apreciavel na

regido do visivel. O fragmento torna-se incolor e sem interesse em TFD.

Luz

—)

SOLVENTE

Estes processos reduzem a concentracdo do FTS original no local de acdo da TFD e
baixam o poder de absor¢do da luz do FST modificado. Isto implica uma menor
quantidade de ROS, o que diminui a a¢do fotodinamica, ou seja, compromete a eficacia
do tratamento (Sternberg, 1998).

Por comprometer a formacao de espécies reativas capazes de destruir o tecido tumoral,
o fotobranqueamento obriga a administracdo de dosagens mais elevadas de FTS, por
forma a compensar a perda ocasionada na fotodegradacdo. O referido procedimento
pode aumentar os efeitos laterais provocados pela alta concentracdo do FTS,

aumentando, também, os custos do tratamento.

No entanto, se a velocidade da fotobranqueamento for lenta, e ndo interferir no
tratamento clinico, este passa a ter interesse clinico, uma vez que, ajuda na fase de
eliminacdo do FTS apds a terapia, pois diminui o0 tempo que o paciente tem que ficar ao

abrigo da luz sola por forma a evitar fotossensibilidade cutanea.

Desta feita, a fotodegradacao dos FTS pode ser um fator importante quer na distribuicéo
da dose fotodinamica dos fluidos bioldgicos, quer na cinética de eliminacdo do FTS do
organismo (Menezes, 2006; Ribeiro, 2005).

3.4 Interacao das porfirinas com os tecidos bioldgicos e as células

A solubilidade do fotossensibilizador é um dos fatores que afeta a sua
farmacocinética, uma vez que é necessario que o FTS passe as membranas celulares e

seja adsorvido ao tecido tumoral.

Potencializar a interagdo do FTS com membranas € um aspeto importante no

desenvolvimento de novos FTS. A adsor¢do do FTS nas membranas pode ser estimada
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a partir do coeficiente de partilha em sistemas biomiméticos, nomeadamente, o sistema
n-octanol/agua (Cozzini, 2002; Engelmann, 2007; Tossi, 2003).

A incorporacdo do FTS em lipossomas permite estimar a capacidade real de interacéo
do FTS com as membranas celulares, que sdo compostas por bicamadas lipidicas e por
proteinas. Por outro lado, uma das estratégias utilizadas para a incorporagdo de
compostos hidrofébicos em células da-se através da incorporacdo destes em lipossomas,
por apresentarem alta afinidade por membranas celulares, as quais também s&o
constituidas por bicamadas lipidicas. Contudo, informaces mais precisas podem ser
obtidas através de estudos da interagdo do FTS com células em cultura.

Os potenciais alvos da TFD encontram-se nas células e nas mitocondrias, as quais se
demonstraram serem alvos chaves para a TFD (Ball, 1998; Cernay, 1996). A
mitocondria € um organelo intracelular presente na maioria das celulas eucaridticas,
constituida por duas membranas: membrana externa e membrana interna, na qual esta
contida a matriz mitocondrial (figura 3.7). A membrana externa possui poros nao
especificos para o soluto, sendo permeavel a ies e moléculas com massa inferior a 10
KDa. Ja a membrana interna, € bastante seletiva, sendo impermeavel a ides. Nas
mitocOndrias ativas, o transporte de eletrdes estd associado ao transporte de protdes
transmembranar, o qual cria uma diferenca de potencial entre a membrana interna e a
matriz mitocondrial. Devido a esta diferenca de potencial, a membrana interna da

mitocondria apresenta potencial eletroquimico negativo de -180mV.

Este potencial negativo pode ser utilizado para atrair moléculas de FTS cationicas para a

mitocondria, direcionando a atividade do FTS para o organelo. (Cozzini et al., 2002).

A citolocalizacdo é um fator importante na acdo fotodindmica, podendo ser um
importante regulador do tipo de morte celular por necrose ou apoptose. No caso do FTS
se localizar na mitocondria, pensa-se que a morte celular ocorra por apoptose (Cozzini,
2002).

A citolocalizacdo esta governada pelos fatores estruturais do FTS, os FTS lipofilicos
com distribuicdo assimétrica de cargas, também designados de anfifilicos, podem
penetrar facilmente nas membranas e, difundir-se a outros compartimentos celulares,
apresentando maior taxa de incorporacdo. Contudo, se o FTS apresentar alta polaridade,
fica impossibilitado de atravessar as membranas. O mesmo acontece se 0 composto for

muito lipofilico, uma vez que, fica retido na membrana citoplasmatica.
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particulas sintetizadoras de ATP

espaco intermembranoso

membrana interna
membrana externa

(a) (b)

1) nucléolo (2) nucleo (3) ribossomas
(pontos pequenos) (4) vesicula (5) reticulo
endoplasmatico rugoso (6) complexo de
Golgi (7) Citoesqueleto (8) reticulo
endoplasmatico liso (9) mitocondria (10)
vacuolo (11) citoplasma (12) lisossoma (13)
centriolos dentro do centrossoma

Figura 3.7 Constituintes de uma célula animal @
(http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_animal,  mitocéndria  humana )(b)
(http://www.ciberdroide.com/wordpress/%C2%BFque-dice-la-ciencia-sobre-la-
posibilidad-de-crear-un-parque-jurasico/).

Assim sendo, é importante que os FTS apresentem grupos polares ou ionicos que
proporcionem hidrossolubilidade e cadeias carbonadas relativamente extensas, para que
possam ser lipossoltveis. Também a inser¢do de grupos polares no anel porfirinico é de
grande importancia, para que as forcas de interacdo entre 0s grupos polares e o dipolo
da agua superem as forcas de interagdo entre a ampla nuvem r, dificultando a auto

agregacao. (Hutener, 1990).

In vivo, a eficiéncia de um fotossensibilizador também depende da sua interagcdo com
componentes do plasma sanguineo, especialmente com a albumina e lipoproteinas
(Webber, 2000; Sibata, 2004)

Alguns derivados porfirinicos apresentam alta afinidade para lipoproteinas de baixa

densidade (LDL) que os tecidos em metéstase possuem em maior concentracao.

Esta propriedade promove uma maior acumulacdo do FTS porfirinicos nos tecidos
tumorais (Jori, 1984; Figge, 1948; Michels, 2003).
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3.5 Encapsulamento da porfirinas

Uma das estratégias utilizadas para melhorar a fotodinamica de um composto
porfirinico, reduzindo a auto agregacédo, a baixa solubilidade, o fotobranqueamento, a
falta de penetragdo na célula e a baixa seletividade para o tecido tumoral, é a
incorporagdo do FTS em sistemas encapsuladores, tais como, a ciclodextrinas,

lipossomas e nanoparticulas, entre outros.

O encapsulamento, para além das funcdes referidas, protege o FTS da biotransformacéo
que este pode sofrer ao longo do percurso que medeia a administracdo até ao tecido

tumoral.

As ciclodextrinas (CD’s) sao oligossacéaridos ciclicos formados por moléculas de D-
glicose unidas através de ligacbes a(1-4), e sdo designadas de a, B e y- ciclodextrinas,
quando contém 6, 7 e 8 unidades de D-glicose, respetivamente, apresentando um

formato de um cone, conforme a figura 3.8 (Uekama, 1998; Lindner, 1982).

A zona exterior desse cone € constituida por grupos hidréxilos, o que lhes confere
carater hidrofilico. No interior, a cavidade do cone apresenta carater hidrofobico
(Szeijtli, 1998).

Figura 3.8 Estrutura, em cone, de uma ciclodextrina. A parte exterior é hidrofilica e a
cavidade € hidrofébica (http://veja.abril.com.br/saladeaula/030809/minimaquinas-

dentro-do-seu-corpo.shtml).
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As ciclodextrinas apresentam uma grande capacidade de acomodacdo de moléculas e
complexos apolares na sua cavidade, sendo, por isso, utilizadas na industria
farmacéutica, alimentar e agricola como veiculos de solubilizacdo de moléculas

apolares (Hedges, 1998).

A figura 3.9 representa 0 exemplo de um agente fotossensibilizador, uma
termoporfirina, com dois dos seus grupos fenilos acomodados nas cavidades

hidrofobicas de duas moléculas de ciclodextrinas.

Figura 3.9 Representagdo de uma molécula de temoporfirina com dois dos seus grupos
fenilos inclusos nas cavidades apolares de duas moléculas de ciclodextrinas formando

um complexo 2:1 (Oliveira, 2011).

Os estudos demonstraram que o encapsulamento de FTS com ciclodextrinas
pode melhorar a seletividade desses compostos em relacdo ao tecido tumoral, além de
diminuir a percentagem de fotobranqueamento do mesmo, sem interferir no seu espetro
de absorcéo (Kessel, 1991; Bonchio, 2002).

Os lipossomas podem ser definidos como associagdes coloidais de lipidios
anfiproticos, organizados em estruturas fechadas do tipo concha esférica, como mostra a
figura 3.10.
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Figura 3.10 Representacao geral de um lipossoma
(http://www.google.pt/imgres?imgurl=http://veja.abril.com.br/saladeaula/030809/image
ns/lipossomo.jpg&imgrefurl=http://veja.abril.com.br/saladeaula/030809/minimaquinas-
dentro-do-seu-
corpo.shtml&h=445&w=400&sz=24&tbnid=MBE43UXe316QnM:&tbnh=91&tbnw=8
2&zoom=1&usg=__YnzNw8qD6Rg6exRp5H8_vIQIrGM=&docid=jOrhyiwHuUNf48M
&sa=X&ei=ARNAUpmMOKJIKVhQfFqgoHQAQ&Vved=0CEgQIQEWBQ&dur=338).

Os lipossomas sdo excelentes transportadores de FTS, assim como, de outros farmacos
com capacidade de aumentar o potencial terapéutico do FTS, permitindo que este tenha
uma melhor biodisponibilidade para o alvo terapéutico, evitando, assim, os efeitos
laterais, bem como, a auto-agregacao e o fotobranqueamento, o que torna os lipossomas

0 agente transportador mais utilizado (Rodriguez, 2002).

As nanoparticulas sdo materiais a base de polimeros de origem natural ou sintética, que
podem ser obtidos através de reacGes de polimerizagdo de um mondémero ou

diretamente a partir de um co-polimero.

As nanoparticulas podem ser divididas em nanocapsulas e nanoesferas. As nanocapsulas
sdo constituidas por um involucro polimeérico disposto ao redor de um nucleo oleoso,
podendo o farmaco estar dissolvido nesse nucleo, e/ou adsorvido na parede polimérica
(figura 3.11). As nanoesferas, que ndo apresentam Oleo na sua composi¢do, sdo

formadas por uma matriz polimérica, onde os farmacos ficam a revestir a superficie, ou

séo retidos no interior da esfera (Schaffazick, 2003).
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Figura 3.11 Representacdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas: a)
farmaco dissolvido no ndcleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede
polimérica das nanocapsulas; ¢) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d)
farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas
(Sheila, 2003).

O uso de nanoparticulas no encapsulamento de FTS confere ao FTS uma maior
seletividade para o tecido tumoral, diminuindo o tempo de acumulagdo e aumentando a
quantidade de FTS acumulada nos pontos estratégicos da célula cancerigena como, por

exemplo, na mitocdndria e nos lisossomas (Bachor, 1991; Konan, 2003).

Para aumentar a seletividade dos FTS encapsulados em adicionou-se a superficie de
nanoesferas ou nanocépsulas moléculas facilmente reconhecidas pelas células tumorais,
como, por exemplo, o &cido fdlico, que aumenta a seletividade do encapsulado em
relacdo ao tecido tumoral. Tal ocorre porque o acido félico é utilizado pelas células no
processo de divisdo celular. Como as células cancerigenas se dividem mais rapidamente
que as células normais, estas necessitam de mais acido félico, o que faz com que a
nanoparticula, revestida com esta molécula, se acumule mais facilmente nas células do

tumor que nas células normais (Konan, 2003).

O quitosano é um polissacarideo com potenciais aplicacbes decorrentes da sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade. Além disso, a adsorcdo as
mucosas € a capacidade de promover a absor¢do de outras moléculas pelo epitélio,
tornam-no num promissor encapsulador (Grenha, 2005). O quitosano é obtido a partir

da desacetilacdo da quitina, que é um polimero de origem natural, figura 3.12.
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Figura 3.12 Estrutura, da quitina e do quitosano(http://pt.wikipedia.org).

Nos estudos de encapsulamento com tetra-(N-metil-4-piridil) porfirina, TMPyP, em
microesferas de quitosano, a técnica spray drier (secagem por pulverizador)

desenvolvida, mostrou-se viavel para a encapsulacdo desta molécula (Luz, 2007).

3.6 Porfirinas modificadas

Nos ultimos anos desenvolveram-se varios FTS com intencdo de serem usados em TFD.
As porfirinas e os seus derivados foram amplamente estudados com este objetivo, em
parte, devido a sua boa biocompatibilidade. Contudo, ainda muito hd a fazer para
fotofisicas e farmacolégicas das porfirinas,

potencializar as propriedades

proporcionando uma maior eficiéncia no tratamento.

Uma estratégia importante para a otimizacdo das propriedades farmacocinéticas das

porfirinas é a sua conjugacao com moléculas enddgenas.

Um exemplo de um derivado conjugado é a tetrakis (m-hidroxifenil) clorina, (m-THPC)
(figura 3.13) que apresenta uma elevada acumulagéo e seletividade em tumores da pele.
A conjugacdo do acido félico com o FTS aumenta o transporte do agente bioativo
especificamente para o recetor folico, facilitando o seu transporte do FTS para o interior
das células (Gravier, 2008).
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Figura 3.13 Conjugado de m-THPC com &cido folico (Calvete, Gomes, Moura, 2009).

A introducdo de unidades glicosideas em macrociclos tetrapirrélicos, as glicoporfirinas
(figura 3.14) é outra alteragdo molecular também muito importante nestes compostos,
uma vez que, as subunidades de hidratos de carbono podem interagir com recetores
especificos da superficie da membrana celular, podendo facilitar a entrada na célula
destes conjugados porfirinicos, por endocitose, aumentando a seletividade do FTS para
os tecidos tumorais (Carvalho, 2007; Gomer, 1991).

Outra propriedade importante das glicoporfirinas é a sua elevada solubilidade em agua e
noutros liquidos, o que as torna suscetiveis de poderem ser administradas por via

intravenosa.

A ligagdo de porfirinas a metais, metaloporfirinas, tem atraido interesse na TFD devido
a sua capacidade de transporte em micelas. (Gandini et al., 2001). Contudo, alguns
estudos mostram que as metaloporfirinas alteram a banda de Sorbet, podendo diminuir a
janela terapéutica, e as metaloporfirinas paramagneticas, apesar de apresentarem
resultados promissores como agentes de contraste em imagens por ressonancia
magnética nuclear em meio aquoso, formam agregados que minimizam a sua eficiéncia

para fins terapéuticos (Yushmanov, 1996; Klein, 2005).
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Figura 3.14 Alguns derivados glicoporfirinicos (Carvalho, 2007).

Outro fator a ter em conta na alteragcdo da estrutura da porfirina sdo as deformagoes
estruturais do anel porfirinico que sdo, em geral, acompanhadas por profundas
modificacbes nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de metaloporfirinas e
hemoproteinas. A rotacdo do anel arilo em torno do anel porfirinico € controlada pelo
tipo de substituicdo neste anel: por exemplo os orto substituintes conduzem a
atropoisomerismo, enquanto substituintes simples em meta e para ndo impedem a livre

rotacdo aril-porfirina a temperatura ambiente (figura 3.15).
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Figura 3.15 Exemplos de aril-porfirinas com substituinte em meta e orto(figura
montada a partir de imagens disponiveis na internet).

O mecanismo de restricdo da rotacdo do grupo arilo sugerido minimiza as interacoes
estéricas entre os substituintes orto do grupo arilo e os substituintes em posicGes [3-
pirrdlicas da porfirina o que influencia a densidade eletronica do anel porfirinico
(Peixoto, 2011).

As porfirinas invertidas ou N-confusas (figura 3.16) sintetizadas por Furuta et al.
(Furuta,1994), constituem uma nova classe de compostos de interesse em TFD. Estas
espécies diferem das porfirinas convencionais por apresentarem um ou dois d&tomos de
azoto pirrélicos localizados para fora do anel porfirinico, sendo denominadas de
porfirina N-confusa e duplamente N-confusa (Furuta, 2000; Maeda, 2003),

respetivamente.

Estas estruturas permitem alojar metais de transicdo em estados de oxidagéo elevados,
tais como, Ag>* e Cu**( Furuta e Maeda, 2000, Furuta, 1999). No caso da porfirina
duplamente N-confusa, os dois azotos pirrélicos extremos ao anel sdo suscetiveis tanto a
protonacdo quanto a desprotonacdo (Araki, 2001). Este comportamento possibilita a
modulacdo das propriedades espectroscopicas destes compostos, por simples alteracéo

no pH do meio.
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Figura 3.16. Estruturas moleculares das porfirinas a) N-confusa e b) cis duplamente N-
confusa e da c) hexafirina e d) hexafirina duplamente N-confusa nas formas metalo-

complexadas (Engelmann, 2005).

O espectro eletronico da porfirina N-confusa apresenta bandas de baixa intensidade na
regido de 550 nm a 750 nm, quando comparadas com a duplamente N-confusa. A
coordenacdo com metal aumenta para o dobro a intensidade das bandas desta regido e,

pode aumentar a reatividade do anel porfirinico.

Um outro aspeto importante nas modificagdes moleculares dos FTS, séo as porfirinas
cationicas, as quais sdo consideradas compostos bi-funcionais, podendo ligar-se
fortemente ao DNA, modificando-o fotodinamicamente, por meio de um mecanismo
similar ao de farmacos antineoplasicos intercalantes, tais como, a bleomicina e
daunomicina (Li, 1997). Ou seja, intercalam o DNA e promovem a clivagem da cadeia.
Sdo atualmente aceites trés interacdes no processo de intercalacdo entre as porfirinas
cationicas e o0 DNA,; duas de natureza preponderantemente eletrostatica, envolvendo
ligagBes a parte externa da cadeia do DNA (Sehlstedt, 1994; Pasternack, 1991), com os
grupos fosfato e ao "minor groove"; enquanto que o terceiro modo refere-se a formacéo

de pilhas de moléculas de porfirina ("stacking") na parte externa da dupla hélice.
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As porfirinas cationicas meso-substituidas (figura 3.17), geralmente, tém grupos
relativamente volumosos, protegendo o anel porfirinico planar, originando distor¢cdes no
DNA durante o processo de intercalacdo, o qual evita a separagdo das duplas hélices
pela acdo da DNA polimerase e das topoisomerases (Kruk, 1998). Assim, verificou-se
que o modo de interacéo entre porfirina e 0 DNA depende do tamanho e da posi¢édo dos
substituintes (Sari, 1988). Estudos recentes com porfirinas com substituintes de
tamanhos similares sugerem que os efeitos eletronicos sdo importantes na determinacao
do modo de interagdo, (Makundan, 1994), e definem a tendéncia de associa¢do das
porfirinas e a interagcdo com o DNA formando pilhas. Além disso, a presenca de ligantes
axiais coordenados ao id0 metalico central, também influenciam o modo de
interacdo(Kruk, 1998; Tjahjono, 1999).
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Figura 3.17. Estruturas das porfirina meso-dimetilpirazolio (H,-TDMPzP), meso-
dimetilimidazélio (H,-TDImP) e meso-tetra(N-4-metilpiridinio) (4P;Me) (figura

montada a partir de imagens disponiveis na internet).

3.7 Casos Clinicos

De seguida faz-se uma breve descricdo das aplicacfes de alguns fotossensibilizadores
aprovados pelas varias organizacdes de salde, ou que estdo nos varios estadios de

ensaios clinicos.

Apo6s um esforco liderado por Dougherty para preparar a versdo purificada de
hemoporfirina em grandes quantidades, segundo as regulamentacdes da FDA-EUA, foi

aprovado o primeiro farmaco fotossensibilizante para uso clinico, a Photofrin (figura
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3.18). Este farmaco (Dougherty, 2000, Tian, 2008; Sutedja, 1992), é uma mistura
enriquecida de dimeros e oligdbmeros ativos aprovados para uso clinico no dos estadios
inicial e avancado de cancro do pulmdo, do esofago, da bexiga, e cervical e, ainda, no
tratamento de doencas malignas e benignas da pele. O seu uso esta a ser considerado
para o tratamento do sarcoma de Kaposi, es6fago de Barrett com displasia de alto grau,

psoriase e cancro cerebral, cabeca e pescoco.
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Figura 3.18. Estrutura da Photofrin.

A Temoporfin, (meso-tetra-hidroxi-fenil-clorina, m-THPC, Foscans), (figura 3.19), é
um fotossensibilizador que é ativado entre 2 a 5 dias ap6s administracdo intravenosa.
Esta porfirina acumula-se na pele, o que exige protecao dos olhos e da pele a exposi¢do
a luz solar, durante um periodo de 6 semanas (Nathan, T. R. et al. 2002). A Temoporfin
foi o primeiro fotosensibilizador a ser utilizado num estudo clinico formal da TFD de
cancro da prostata na University College London, em Londres, Reino Unido (Nathan,
2002; Moore, 2006). Os estudos demonstraram a eficacia potencial da Temoporfin no
tratamento do cancro da prostata. O colapso financeiro da empresa que produziu a
Temoporfin, potenciou os estudos com a mesma no tratamento do cancro por outros
centros de investigacdo. Esses estudos demostraram a eficdcia da Temoporfin no
tratamento do cancro de mama (Wyss, 2001), cabeca, pescogo (D’Cruz, 2004), e, ainda,

do cancro do pancreas (Ayaru, 2005).
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Figura 3.19. Estrutura da Temoporfin.

Varios tipos de doencas de pele estdo a ser estudadas para a aplicacdo cutanea da TFD,

face a biodisponibilidade da pele ao fotossensibilizador e a luz externa.

Desde a descoberta da protoporfirina endégena 1X (PplX), que a fotossensibilizacdo
induzida pela administracdo de &cido 5-aminolevulinico (ALA) (figura 3.20), tornou-se
uma terapia de escolha em lesdes pré-malignas e malignas da pele, com a exce¢do dos
melanomas malignos pigmentadas, devido a penetracdo limitada da luz. Os estudos
demonstraram que a ALA-TFD (fototerapia com ALA) é eficaz, segura e bem tolerada
pelos pacientes, 0 que permitiu a sua aprovacdo pela FDA em 2000. Atualmente,
encontra-se sob investigacdo clinica para avaliar o potencial de tratamento de outras
patologias, tais como a psoriase, verrugas virais (Stender, 2000; Hongcharu, 2000;
Zaak, D. et al., 2003), cancro da pele basocelular, hamartomas foliculares basal6ides,
linfoma cutaneo de células T, hiperplasia das glandulas sebaceas e cancro de préstata
(Stables, 1997; Morton, 2001; Horio, 2003; Gold, 2004; Oseroff, 2005; Krammer,
2008).
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Figura 3.20. Esquema de conversdo do ALA e a PpIX (Simplicio et al., 2002)

NH,

53



Porfirinas como Agentes da Terapia Fotodindmica

A Verteporfina ( BPD- MA) (figura 3.21) foi sintetizada em meados da década de 1980,
com a intencdo de ser usada tratamento do cancro. No entanto, tem sido utilizada
principalmente para FTD ocular, e aprovada para o tratamento da degeneracdo macular
da retina em todo o mundo desde 2000. A Verteporfina é administrada por via
intravenosa, seguida da sua ativacdo, através de um oftalmoscépio equipado com um
laser de diodo a 690 nm. Vérios estudos clinicos efetuados na América do Norte e na
Europa mostraram que pacientes com degeneracdo macular tratados com Verteporfina,

estabilizavam melhor a visdo do que aqueles que receberam um placebo (Keam, 2003).

Figura 3.21. Estrutura da Verteporfina.

A Npeg (LS11, de mono-L-aspartil clorina, talaporfin sodica e laserphyrin) (figura 3.22)
é um fotossensibilizador de segunda geracdo quimicamente puro, aprovado no Japao,
para o tratamento do cancro do pulmdo. A Npeg é uma clorina hidrofilica, devido a
presenca de um residuo aspartil (Ferrario, 1992; Song, 1998). Os ensaios clinicos de
fase | e fase Il ja foram concluidos, obtendo-se uma taxa de resposta completa de 82,9

%. A fotossensibilidade da pele € minima, bem como a toxicidade pulmonar.
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Figura 3.22. Estrutura da Npes.

3.8 Consideracoes finais

Desde o trabalho de Oscar Raab, em 1900, e dos esforgos de Thomas Dougherty, entre
outros estudiosos e investigadores, a TFD tem vindo a demonstrar-se uma técnica

promissora no tratamento das neoplasias.

A busca de fotossensibilizadores cada vez mais eficientes e com menos efeitos
secundarios, a utilizacdo de sistemas encapsuladores, a funcionalizacdo das porfirinas
com moléculas biocompativeis para melhorar a farmacocinética, bem como a atividade
fotodindmica desses agentes fototerapéuticos, assim como a utilizagdo de modernas
fontes de luz, e a implantagdo de novos e modernos centros de tratamento, sdo provas de

que este tipo de terapia chegou para ficar.

No entanto, é necessario que os profissionais da area da farmacia, fisica, quimica,
medicina, biologia entre outras, unam os seus esfor¢os para dar continuidade ao
desenvolvimento desta nova e revolucionaria modalidade de tratamento médico, pois
muito ainda ha a desenvolver para que esta terapia consiga ser totalmente seletiva e

aplicavel a todo o tipo de neoplasias sem causar sofrimento ao paciente.
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