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Divulgacao

PHOTODYNAMIC INACTIVATION OF MICROORGANISMS. Photodynamic Therapy uses photosensitive dyes and visible light
that, combined in the presence of oxygen, produce cytotoxic species that cause tumor death. Microorganisms such as bacteria,

fungi, yeasts and viruses (including HIV) can also be inactivated by visible light after treatment with an appropriate photosensitizer

as an alternative low cost treatment for localized infections, viral lesions such as acnes, and fungical skin lesions for example.
Besides, Photodynamic Inactivation can be used for sterilization of blood and its subproducts for clinical use, in the treatment of

drinking water as well as in antimicrobial detoxification of foods.
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INTRODUCAO

A Terapia Fotodindmica (TFD) baseia-se na administracdo tGpica
ou sistémica de um corante ndo téxico sensivel a luz seguida da irradi-
acdo em baixas doses com luz visivel de comprimento de onda ade-
quado'. Na presenga de oxigénio encontrado nas células, o
fotossensibilizador (FS) ativado pode reagir com moléculas na sua
vizinhanga por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a pro-
dugio de radicais livres (reacdo do tipo I) ou por transferéncia de ener-
gia ao oxigénio (reagdo do tipo II), levando a produgio de oxigénio
singlete. Ambos os caminhos podem levar a morte celular e a destrui-
¢do do tecido doente**. O oxigénio singlete reage com quase todos os
componentes celulares uma vez que os compostos organicos
insaturados sdo, de forma geral, suscetiveis a acdo de 'O,. Como a
primeira barreira para 0 'O, € a membrana celular e esta contém lipideos
insaturados que podem ser danificados, ocorre a inviabilidade celular.
Os hidroperéxidos resultantes podem levar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) através de reagdes cataliticas. Uma vez
que a reatividade das ROS com moléculas organicas néo ¢ especifica,
qualquer macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em poten-
cial para TFD. Assim, a multiplicidade de alvos torna mais dificil para
as células desenvolverem resisténcia celular, sendo essa uma das van-
tagens da fotossensibiliza¢do, além da morte celular.

Reacdes tipo I: formagdo de radicais livres (OH) através da
transferéncia de elétron entre o FS no estado triplete excitado e
componentes do sistema, gerando anion-radical superéxido (O,).
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Reagdes tipo II: transferéncia de energia® do FS no estado
triplete (°S,”) com formagdo de oxigénio singlete ('O,)
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Outras vantagens da TFD sio: ser efetiva teoricamente em todos
os tipos de cancer, dispensar a especificidade dos agentes
quimioterapéuticos e a radiacdo ionizante*. Comparada com outras
terapias citotéxicas, TFD tem a vantagem de dupla seletividade: ndo
apenas o FS pode ser direcionado para as células ou tecido doente,
mas também a luz pode ser precisamente focalizada no local da le-
sd0%7. O procedimento pode ser repetido vdrias vezes, se necessario,
uma vez que ndo hd efeitos toxicos cumulativos e € usualmente niao
invasivo. Além disso, devido ao seu baixo risco, pode ser usado em
pessoas idosas ou que estiio debilitadas demais para serem submeti-
das a uma cirurgia. O principal efeito colateral € a sensibilizacdo a
luz, que € contornada evitando exposi¢io a luz solar e luz interna
muito intensa por um periodo de até 6 semanas, dependendo do FS?.
De modo geral, o FS € injetado na corrente sanguinea e, dependendo
do tipo de corante, € absorvido por células de todo o corpo. O ES ¢
escolhido pela sua farmacocinética a fim de favorecer sua perma-
néncia nas células tumorais por um perfodo de tempo maior que nas
células normais, embora 0 mecanismo dessa reten¢io ainda nio seja
bem entendido. A ativaciio com luz € realizada apenas quando prati-
camente todo FS deixou as células normais, mas ainda estd presente
nas células cancerosas, levando entdo a reacdo fotodindmica. A res-
posta do tumor a TFD também ndo estd completamente entendida,
mas alguns aspectos jad estdo bem estabelecidos. A efetividade da
TFD depende dos eventos que estdo ocorrendo nas células malignas
bem como na vascularidade do tumor. Esses eventos podem resultar
em estase do fluxo sanguineo, colapso vascular e, neste caso, a mor-
te celular pode ocorrer por necrose. A morte celular pode também
ocorrer mediada por apoptose. TFD tem sido também usada com
bons resultados contra tumores com o fendtipo chamado resisténcia
a multifirmacos (MDR), ou seja, resistente a uma grande variedade
de farmacos estrutural e funcionalmente néo relacionados®. TFD jd
foi aprovada para tratamento de vérios tipos de cancer como de bexi-
ga, pulmao, esdfago, gastrico e cervical, além de degeneracdo macular
relacionada a idade. Outras aplicacdes ndo oncoldgicas de TFD em
estdgio menos desenvolvido incluem tratamento de lesdes pré-ma-
lignas, psoriase, artrite, Barret’s de esdfago, aterosclerose e restenose
tanto em veias como em artérias’.

Microrganismos tais como bactérias, fungos, leveduras e virus
também podem ser mortos por luz visivel depois de tratamento com
um FS apropriado e luz, em um processo denominado Inativagio
FotodinAmica (“PDI, Photodynamic Inactivation”)! ou Quimioterapia



Vol. 30, No. 4

Fotodindmica Antimicrobiana (“PACT, Photodynamic Antimicrobial
Chemotherapy”)’. Neste texto serd adotado o termo PDI.

H4 mais de cem anos Raab publicou o primeiro artigo sobre efei-
tos fotodindmicos de compostos quimicos (eosina e alaranjado de
acridina, Figura 1) contra microrganismos'®. Ele observou a toxicidade
do hidrocloreto de acridina contra Paramecium caudatum. Mais tarde,
von Tappeiner relatou que esses efeitos toxicos ndo se deviam apenas
a presenga da luz e criou o termo “reagio fotodindmica” ''. Vinte anos
depois, Policard publicou as primeiras observacdes clinicas'>. A
aplicabilidade dessa técnica foi demonstrada em bactérias, virus e
protozodrios bem antes da Segunda Guerra, mas foi abandonada devi-
do a popularizagio das sulfonamidas e da penicilina®®. O retorno da
aplicacdo antimicrobiana de FS na tltima década € resultado de dois
fatores: a disseminac¢@o da AIDS devido ao HIV e o enorme cresci-
mento das infeccdes hospitalares devido as bactérias resistentes aos
farmacos. A evolugdo microbiana € muito mais rdpida que a do ho-
mem e o que tem ocorrido recentemente nos hospitais € decorrente do
principio de sobrevivéncia dos mais adaptados. As bactérias
patogénicas, que em pequena porcentagem sdo naturalmente resisten-
tes a fadrmacos (tais como penicilinas), logo se tornam a populagio
dominante. Uma vez que FSs agem via produ¢do de oxigénio singlete,
ndo existe resisténcia microbiana natural, assim, ndo importa se a cepa
¢ resistente a uma ou muitas classes de agentes antibacterianos (por
ex. Staphylococcus aureus sdo resistentes a meticilina), dado que o FS
¢é capturado pelo micrébio.

Figura 1. Estrutura quimica da eosina'Y (A) e do alaranjado de acridina (B)

Embora o principio fotoquimico seja 0 mesmo para cancer e
TFD antimicrobiano, existem diferencas importantes nas estrutu-
ras dos FS e alvos celulares. A maioria dos FS que estdo sendo
usados clinicamente ou investigados para tratamento do cincer e
outras doengas sdo baseados em ntcleos tetrapirrélicos incluindo
porfirinas (Figura 2), clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas (Fi-
gura 3) devido a sua baixa toxicidade na auséncia de luz em célu-
las de mamiferos e por suas propriedades de localizacdo de tumor.
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Figura 2. Estrutura quimica da hematoporfirina (A) e da protoporfirina (B)
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Figura 3. Estrutura quimica das clorinas (A); bacterioclorinas (B) e
ftalocianinas (C)
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Os fotossensibilizadores que tém sido estudados para erradicagiao
de microrganismos pertencem a diferentes grupos de compostos, por
ex., os xantenos halogenados tais como Rosa de Bengala (RB),
fenotiazinicos tais como azul de toluidina O (TBO) e azul de metileno
(AM) (Figura 4), acridinas e conjugados de clorina (e,)".
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Figura 4. Estrutura quimica da Rosa de Bengala (A), azul de toluidina O (B)
e azul de metileno (C)

A sintese do corante fenotiazinico AM foi descrita por Caro
em 1876, e seu uso como um farmaco antimaldrico por Ehrlich 15
anos depois. Em termos de pesquisa de medicamentos, isso torna o
sistema anel fenotiazinico um dos heterociclos estabelecidos ha
mais tempo e a sintese quimica dos fenotiazinicos € bem entendi-
da, permitindo facil preparacio de anilogos. E bem estabelecido
que o cdtion AM intercala na estrutura do dcido nucléico devido a
carga positiva e suficiente drea de superficie planar do FS em ques-
tao'. Entretanto, esse croméforo facilmente sofre redugdo por sis-
temas bioldgicos e assim, sua atividade antibacteriana € baixa. O
alaranjado de acridina € bioiséstero do AM, diferindo somente pela
auséncia do enxofre no anel central sem alterar a planaridade da
estrutura e mantendo o valor do pK_ elevado, propriedades neces-
sdrias para intercalar no DNA. Foi relatado que a metilagido
cromoférica do AM diminui a tendéncia a reducé@o’®. Foi descrito
um estudo com AM em tumores colorretais experimentais de ca-
mundongo em que foi concluido que existe uma dose limiar para o
AM que previne o dano oxidativo no tecido®.

Hamblin e colaboradores defendem a hipdtese de que os
fotossensibilizadores antimicrobianos podem ser divididos em trés
grupos: os que estdo fortemente ligados e penetram nos organis-
mos (por ex., a clorina e), os que estdo ligados fracamente (por
ex., TBO) e os que ndo demonstram ligacdo (por ex., RB)>.

Os principais alvos para TFD em células de mamiferos sdo
lisossomos, mitocondrias e membranas plasmdticas, enquanto em
células microbianas o dano a membrana externa desempenha um
papel importante, pois pode impedir o dano ao DNA. PDI t6pico
pode ser usado ainda para infec¢des em tecidos ndo perfundidos,
tais como queimaduras, e pode ter menos toxicidade quando com-
parado com outros tratamentos antimicrobianos topicos®.

Bactérias

Apesar do consideravel progresso que tem sido obtido nos trata-
mentos de infecgdes, € preocupante o crescente nimero de bactérias
patogénicas resistentes a antibiéticos no mundo todo'®, o que, se-
gundo Hamblin e Hasan’, pode levar ao fim de um extenso periodo
que inclui os dltimos 50 anos, chamado de “era do antibidtico”. As
bactérias multiplicam-se muito rapidamente e uma mutagio que ajude
um unico micrébio a sobreviver na presenga de um antibidtico rapi-
damente se tornard predominante na populagdo microbiana. Assim,
¢ importante se encontrar novas técnicas antimicrobianas contra a
qual a bactéria ndo seja capaz de desenvolver resisténcia®. A PDI
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tem sido proposta como uma terapia antibacteriana alternativa®'’. A
PDI, sendo efetiva contra virus, bactérias e fungos, pode ser usada
como uma terapia para infecgdes localizadas. Em contraste com a
TFD de cancer, onde o FS usualmente € injetado na corrente sangui-
nea e se acumula no tumor, a PDI pode ser feita por aplicacdo local
do FS na drea infectada por aplicagdo tdpica, instilagdo, injecao
intersticial ou aerosol’. Foi mostrado que, in vivo, PDI reduz tre-
mendamente os micrébios com pequeno efeito nos queratindcitos,
constituindo-se assim uma alternativa segura para o tratamento
antimicrobiano convencional. Ao mesmo tempo, ndo se tem noticia
de desenvolvimento de resisténcia microbiana a PDI e € improvavel
que seja desenvolvida’.

Com relacdo a eficiéncia da inativagiio bacteriana, é conhecido que
bactérias Gram-positivas (+) sdo geralmente mais susceptiveis a PDI e as
espécies Gram-negativas (-) sdo significantemente resistentes a muitos
fotossensibilizadores comumente usados em TFD de tumores'®.

Essas diferencas podem ser explicadas pelas diferengas estru-
turais nas paredes das células. Uma vez que a coloragdo de Gram
age de forma similar a muitos FS usados em TFD, pode-se imagi-
nar que as espécies Gram (+) que facilmente capturam o corante
sdo também facilmente mortas, enquanto o reverso € verdadeiro
para bactéria Gram (-)*. O envelope celular das bactérias Gram (-)
tem uma membrana externa complexa incluindo duas bicamadas
lipidicas que funcionam como uma barreira fisica e funcional en-
tre a célula e seu ambiente, enquanto as células Gram (+) tém so-
mente uma membrana que € relativamente permedvel. Fungos, tais
como Candida albicans, sdo ainda mais resistentes a PDI devido a
presenca de uma membrana nuclear que pode representar uma bar-
reira adicional a penetragdo do FS°.

Essa resisténcia tem sido superada pelo uso de conjugados de
FS com polimeros catidnicos ou por coadministragdo de peptideos
permeabilizantes. Portanto, FS positivamente carregados sdo ge-
ralmente mais eficientes em bactérias e agem em concentra¢des
menores que as moléculas de FS neutras e anionicas'.

Diferencas na susceptibilidade a PDI entre espécies de bactéria
da mesma classificagdo Gram dependem de fatores que podem ser
peculiaridades das barreiras de permeabilidade das membranas mas
também de diferencas nas enzimas antioxidantes no DNA ou meca-
nismos de reparo do DNA bem como de fatores simples, tais como
tamanho da célula microbiana®. Além disso, sdo importantes as ca-
racteristicas de cada FS. A hidrofobicidade e a presenca de cargas
nos FSs levam a diferentes interagdes com as organelas. Desse modo,
a acdo fotodindmica de um corante positivo pode ocorrer na
mitocOndria, enquanto que a de um corante negativo pode ocorrer na
membrana nuclear para uma mesma classe de bactérias, por ex.'s.

Foi mostrado recentemente que H. pilori acumula natural-
mente porfirina suficiente para permitir fotoinativagdo com luz
azul’. H. pilori é uma bactéria patogénica endémica que causa
ulceracdo gastroduodenal em humanos e estd ligada ao desenvol-
vimento de cancer de estdmago. Tem sido descrito o aparecimen-
to de resisténcia a antibiéticos na terapia convencional com trés
farmacos. Em um teste clinico preliminar em 13 pacientes usan-
do-se administragio oral de dcido 5-aminolevilinico (ALA) e ilu-
minagdo da porgdo gastrica ap6s 45 min com um laser azul
acoplado a um endoscépio. A erradicacio dessa bactéria por PDI
foi constatada através de biGpsia'.

De modo similar a muitas células de mamiferos, a maioria das
bactérias usam o caminho biossintético do heme para produzir
porfirinas a partir do precursor ALA. A acne ¢ causada pelo cresci-
mento da P. acnes nas glandulas sebaceas e essas bactérias acumu-
lam porfirinas que fluorescem no vermelho; essa propriedade tem
sido usada como base para o tratamento fototerdpico da acne®.
PDI com aplicacdo tépica de ALA e aplicacdo de luz vermelha foi

Quim. Nova

testada em 22 pacientes com acne vulgaris nas costas. Foi obser-
vada a eliminag@o da acne inflamatdria que persistiu por pelo me-
nos 20 semanas?'.

Fungos e leveduras

O interesse na PDI de leveduras foi inicialmente baseado no pa-
pel das leveduras como um organismo modelo. Elas sdo faceis de
cultivar e podem ser usadas em estudos que sdo complicados demais
para serem feitos com células superiores. Leveduras, tais como
Saccharomyces marxianus tém sido usadas como organismos-mo-
delo para acessar o dano celular por PDI em células eucaridticas®.

O interesse por tratamentos fungicidas eficientes vem aumen-
tando recentemente, devido ao crescente nimero de patdégenos
fingicos causados pela ocorréncia maior de infec¢des nosocomiais
ou micoses oportunistas em pacientes imunocomprometidos. Infe-
lizmente, agentes seguros e especificos sdo escassos e a maioria
deles ¢ somente fungistatica, ou seja, ndo provocam a morte, ape-
nas inibem a multiplicacdo. Além disso, o uso rotineiro de
antibioticoterapia leva progressivamente ao aparecimento de linha-
gens resistentes*. Com isso, tem havido um interesse renovado por
PDI em fungos® e o alvo tem sido principalmente no uso de PDI
para fungos patogénicos ou potencialmente patogénicos, como
Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum e especialmente
Candida albicans que ¢ um habitante comum da boca, garganta,
trato digestivo e pele. Em hospedeiros com um sistema imune com-
prometido este fungo pode se tornar patogénico e por essa raziao
candidiase orofaringeana ¢ uma das infec¢des oportunistas que
acometem pacientes com AIDS?. A resisténcia de cepas de C.
albicans contra fluconazol, um agente antifingico freqiientemente
usado por esses pacientes, tem comecado a aparecer®.

A maioria dos estudos investigando os mecanismos de PDI de
fungos tem usado como fotossensibilizadores hematoporfirinas
anionicas e seus derivados, clorinas®, ftalocianinas CI-Al
hidrofébicas, o corante catidnico tiazinico azul de toluidina e
porfirinas cationicas, sendo que neste caso foi observado que a
membrana citoplasmadtica € a estrutura alvo’.

H4 um ndmero menor de estudos sistemdticos com fungos e
leveduras comparado aos estudos com bactérias investigando as
caracteristicas moleculares necessdrias ao FS para que seja efetivo
em mediar PDI em vdrias espécies de microorganismos’.

Virus

A maioria dos trabalhos em que a metodologia visa a esterilizagdo
do sangue e dos produtos do sangue in vitro tem como alvo virus. Da
mesma forma a maioria das aplicagdes clinicas de PDI para infec¢des
localizadas tem sido voltada para lesdes de etiologia viral’.

No tratamento de papiloma virus (HPV), a PDI tépica ou
sistémica tem se mostrado eficiente, ja que terapias convencionais
ndo conseguem prevenir recorréncias multiplas. A PDI usando éter
de diematoporfirina foi testada em 48 pacientes e apresentou de-
créscimo significante na taxa de crescimento do papiloma, a qual
se manteve por 3 anos em acompanhamento®.

O primeiro estudo para examinar a eficicia de porfirinas na
inativacdo de patégenos humanos, tais como o virus da hepatite A
(HAV) no plasma e outros liquidos, foi realizado por Casteel®.
Avaliou-se o efeito de porfirinas sintéticas sobre o HAV e o
bacteriéfago MS2 em plasma humano contendo porfirinas em so-
lugdo salina tamponada com fosfato expostas a luz UV em 365 nm.
Foi obtido 99,9% de inativacdo em ambos, HAV e MS2, mostran-
do que o método pode ser uma abordagem efetiva e segura de re-
mocido de virus nio envelopados em meios aquosos. Entretanto,
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existem relatos de que os virus envelopados com lipideos sdo mais
susceptiveis a PDI que cepas ndo-envelopadas.

O virus da herpes simplex (HSV) estd entre os agentes mais
comuns responsdveis por infec¢des virais no homem e freqiientemente
associadas com sintomas clinicos sérios, especialmente em pacien-
tes imunocomprometidos, gestantes e recém-nascidos. Apesar dis-
s0, na ultima década somente 5 firmacos foram aprovados e clinica-
mente usados para tratamento dessas infecgdes. A emergente resis-
téncia dos virus aos formacos antivirais classicos e os efeitos colaterais
s30 as principais razdes para um refinamento no desenvolvimento
dos farmacos antivirais. Nesse sentido, uma rota sintética simples
para derivados da meso-tetrafenilporfirina catidnica B-vinil substi-
tuida foi proposta e estudos preliminares mostraram fotoatividade
contra HSV de um desses derivados, atingindo 99% de inativacdo do
virus depois de 15 min de irradiacao®™.

Desinfecciao do sangue

O sangue humano €, por defini¢do, o sistema suporte da vida,
uma vez que contém as células necessdrias para transporte de oxi-
génio, identificacdo/inativacdo patdgena, além de proteinas e
enzimas essenciais para a cicatrizacdo de feridas e tecidos. As téc-
nicas modernas de separagdo podem resultar em muitos produtos
uteis em termos de reposicio ou produtos terapéuticos. Entretanto,
o controle de agentes infecciosos no suprimento de sangue ¢ um
requisito imprescindivel e requer tratamento especifico para que
seu uso seja seguro. Na prdtica, existem muitos fatores que dificul-
tam esse tratamento.

Tratamento fotodindmico ¢ um dos pouquissimos métodos de
esterilizagdo conhecidos até o momento, que pode ser bem sucedi-
do em concentrados de células vermelhas do sangue”. Na realida-
de, o uso da terapia fotodinamica contra colonizagio patogénica ¢
conhecido desde 1900 com os experimentos de Raab'’, mas per-
maneceu relativamente inexplorada devido ao féacil acesso aos an-
tibioticos. Entretanto, o uso indiscriminado de antibidticos nessa
época promoveu a sele¢do de bactérias e fungos resistentes aos
farmacos, quadro que foi agravado com a AIDS. Neste panorama a
PDI apresenta-se como uma alternativa potencialmente ideal para
descontaminagdo local, que € claro se estende para o uso nos pro-
dutos do sangue'*.

Yersinia enterocolitica é um patégeno Gram (-) que exibe cres-
cimento significativo a 4 °C e, portanto, constitui uma ameaca aos
concentrados de células vermelhas do sangue que sdo estocados a
essa temperatura. Porém, foi observada atividade bactericida con-
siderdvel usando-se AM e vdrios de seus congéneres associados a
iluminagdo em 615-645 nm?*.

Por outro lado, o tratamento fotodindmico de suspensdes de
células vermelhas do sangue (RBC) pode resultar em hemolise
indesejada durante extensos periodos de estocagem a 1-6 °C. Con-
siderando-se que a hemdlise pode ser mediada por um corante li-
gado a membrana, a quinacrina, uma molécula similar ao FS em
estrutura, mas diferente com relagdo as propriedades de absorc¢do
de luz, foi testada como um inibidor para a ligagdo a membrana de
RBC na fotoinativagdo de virus e estudos de foto-hemolise. Os
resultados sugeriram que o corante ligado & membrana €, em parte,
responsével pela hemdlise fotoinduzida®.

Besselink et al.”” estudaram o efeito protetor da associag@o si-
multdnea de dipiridamol e Trolox contra possivel perda de potds-
sio e ocorréncia de hemélise a curto e longo prazo observada no
tratamento fotodindmico de RBC por determinados FS. Trolox (and-
logo hidrossolivel do tocoferol) atua como captador de ROS além
de prevenir a possivel agregacdo das RBC induzida pelo tratamen-
to fotodindmico. Dipiridamol também € um captador de ROS além
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de ser um ligante da banda III, uma das protefnas-alvo das espécies
reativas de oxigénio geradas durante a TFD. Assim, dipiridamol
inibe o transporte de fons através da banda 3. Ambos podem confe-
rir protecao as RBC sem comprometer a inativagdo viral. Ben-Hur
et al. sugerem o uso da mistura de antioxidantes vitamina E, manitol
e glutationa para evitar o problema de agregacdo das células®.

Devido ao advento da AIDS, tornou-se necessario a melhoria
das técnicas de avaliacdo do sangue de doadores. Entretanto, devi-
do a existéncia de periodos onde agentes infecciosos ndo podem
ser detectados, ¢ de grande importancia a habilidade de desinfectar
o sangue e seus derivados: plasma, plaquetas e concentrados de
RBC. Torna-se necessdrio o uso de um procedimento padrio para
possibilitar a desinfec¢do do sangue e seus produtos. Agentes
fotodindmicos baseados no nicleo fenotiazinico oferecem um ex-
celente perfil com baixa toxicidade associada e efeitos colaterais
no plasma. Azul de metileno € atualmente empregado em vdrias
agéncias européias de desinfeccdo do plasma.

A contaminagdo viral ndo € o tnico fator na transmissdo de
doengas pelo sangue doado. Tem sido descrito que os patdgenos
intravasculares envolvidos em doengas tropicais podem ser
inativados usando-se PDI'*. Ftalocianina de silicio catiénica (Pc-
4), por ex., pode mediar a inativagdo de Plasmodium falciparum e
Trypanosoma cruzi na concentragdo de 2 umol/L e uma fonte de
irradiagdo de 25 mWcm™*'2, Devido a sua efetividade, Pc-4 tem
sido usado como um composto lider na pesquisa contra a mala-
ria®*. Poucos estudos constam na literatura sobre os efeitos
bactericidas desses compostos na presenga de componentes do san-
gue. Assim, ftalocianinas de Si e seus derivados podem sensibili-
zar a inativag¢@o do virus da estomatite vesicular, da maldria e mes-
mo multiplas formas do virus da imunodeficiéncia humana®, sen-
do Pc4 um dos FS mais utilizados para essa aplicagdo.

Ambas as abordagens fotoquimioterapéutica e fotodinamica
para desinfeccdo do sangue empregam luz como fonte e energia
para suas reacOes quimicas de desinfec¢@o, que podem ser classifi-
cadas como cicloaditivas ou fotooxidativas'.

Periodontia

Doenca periodontal € causada por uma série de espécies de
bactérias patogénicas que, junto com uma vasta gama de espécies
compativeis com o hospedeiro, formam complexos nos biofilmes
subgengivais (placas) e sdo responsdveis pela inflamagdo clinica e
destruicéio periodontal. Um FS pode ser injetado dentro da cavida-
de periodontal, seguido de iluminagio com fibra ética inserida den-
tro da drea afetada. Essa técnica mantém o efeito bactericida con-
finado na lesdo, de forma que a microflora benéfica em outros lo-
cais da boca pode permanecer intacta. De forma similar, 0 mesmo
procedimento clinico poderia ser aplicado nas desinfec¢oes de ca-
ries na superficie dos dentes’. Os aspectos da fotobiologia e
fototerapia aplicada as doencgas periodontais bem como seu estado
da arte sdo discutidos por Meisel e Kocher®.

Tem sido descrito que vdrios fotossensibilizadores podem ma-
tar bactéria oral in vitro. Azul de metileno, por ex., pode erradicar
totalmente C. albicans da cavidade oral com administragdo tdpica
do corante®. Rovaldi ef al. sugerem o uso de um potente derivado
de clorina para reduzir diversas bactérias patogénicas na cavidade
periodontal e que o método pode se tornar uma ferramenta impor-
tante para tratamento de doengas periodontais®’.

Desinfec¢iio de agua

Purifica¢@o de dgua contaminada usando radiac@o solar na pre-
senca de FS e oxigénio dissolvido pode levar tanto a degradacdo de
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pesticidas quanto a morte de microorganismos®. Acher e colabo-
radores® usaram AM dissolvido homogeneamente em dgua para
experimentos de desintoxica¢do em condi¢des de laboratdrio e em
uma escala de planta piloto. Uma desvantagem de tais sistemas
com sensibilizadores dissolvidos homogeneamente ¢ a necessida-
de de remover o FS da dgua ap6s o tratamento. Em principio, esse
problema pode ser resolvido com sensibilizadores imobilizados em
fase heterogénea. Foi descrita recentemente a preparagdo de com-
postos de zinco-porfirina imobilizados em poli(metilmetacrilato)
(PMMA) para resolver esse problema®.

Parasitas patogénicos humanos

Parasitas humanos patogénicos também podem ser mortos pela
combinacdo de FS e luz. Plasmodium falciparum, responséavel pela
maldria, pode ser morto por PDI na presenca de um derivado de N-
(4-butanol)feoforbideo® e por ftalocianinas de silicio, tais como
Pc4®. O parasita responsével pela doenca de Chagas, Trypanosoma
cruzi, também pode ser morto pela combinagio de luz e
fotossensibilizadores como hematoporfirina e ftalocianinas*. Ovos
de helmintos humanos em dgua de esgoto podem ser inativados
por uma porfirina catidnica meso-substituida e luz*.

Tratamento antimicrobiano de alimentos

Os métodos e tecnologias usados para controle bacteriano em
alimentos nem sempre sdo suficientemente eficientes e inteira-
mente isentos de danos ao homem e ao ambiente. As bem conhe-
cidas tecnologias ndo térmicas podem alterar a estrutura de pro-
teinas e polissacarideos, causando mudangas na textura, aparén-
cia fisica e funcionalidade dos alimentos. Por ex., ultra-som de
alta intensidade pode desnaturar proteinas e produzir radicais li-
vres com conseqiiente alteracdo no sabor de alimentos gorduro-
sos ou contendo frutas. Além disso, altas doses de radia¢do nao-
ionizante podem causar leves mudangas de cor nas carnes.
Fotossensibilizagdo tem sido proposta como um método de
inativagdo de micrébios patogénicos com bom custo-beneficio e
ecologicamente correto uma vez que envolve dois elementos nao-
téxicos, corante e luz em ambiente oxigenado, induzindo des-
truicdo total dos microorganismos, constituindo-se em uma pro-
missora tecnologia biofotdnica***.

FOTOSSENSIBILIZADORES
Porfirinas

Os fotossensibilizadores mais utilizados em TFD do céancer sdo
os derivados de hematoporfirina sendo Photofrim® (Canadd) o mais
conhecido, tendo sido autorizado para uso clinico em 1998 nos
Estados Unidos seguido por Canadd, Holanda, Franca, Alemanha,
Japdo etc®. Os fotossensibilizadores correspondentes produzidos na
Alemanha e Rissia s@o, respectivamente, Photosan® e Photogem®*+.
Ambos apresentam caracteristicas quimicas, fotofisicas e de diag-
ndstico bem como caracteristicas terapéuticas semelhantes, porém
ndo idénticas ao Photofrin®. Esses trés fotossensibilizadores sdo
de primeira gerag@o e consistem de mistura de mondmeros, dimeros
e oligdmeros de derivados de hematoporfirina.

Clorinas
As clorinas sdo porfirinas reduzidas. A clorina e, € uma forma

derivada da clorofila a que apresenta duas importantes proprieda-
des: maior rendimento quantico de formacdo de oxigénio singlete

Quim. Nova

e intensa banda de absor¢do em comprimentos de onda maiores
(650-660 nm) que as porfirinas (610-630 nm), onde os tecidos bio-
16gicos sdo mais transparentes a luz. Photodithazine (Russia) € uma
clorina e, modificada através da adi¢do de N-metil-D-glicosamina
como um agente solubilizante e estabilizante, tornando-a
hidrossolivel, capaz de penetrar nas células através das membra-
nas bioldgicas®*. Visudyne®, uma benzoporfirina, foi recentemente
aprovada para tratamento da degeneracdo macular da retina, uma
doenca relacionada a idade e que afeta 40% de pessoas acima de
75 anos™.

Acido 5-aminolevulinico

Uma outra abordagem muito usada em TFD € baseada na acu-
mulacdo endégena de PpIX induzida pela administracdo tépica ou
sist€mica de ALA, usado como um precursor de FS (Figura 5).
Essa abordagem terap€utica estd se tornando uma opg¢do no trata-
mento de doengas, incluindo lesdes tumorais e pré-tumorais, de-
sordens vasculares proliferativas e foi recentemente aprovada pelo
“Food and Drug Administration” dos Estados Unidos e na Europa
para queratose actinica e carcinomas de células basais®'.
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Figura 5. Estrutura quimica do dcido 5-aminolevulinico (ALA)

Embora formacao altamente regulada de protoporfirina IX
(PpIX) exista em quase todas as células nucleadas, PpIX acumu-
la preferencialmente em tecidos com alta atividade celular®. PpIX
pode ser sintetizada em todas as células contendo mitocéndria™.
O fendmeno de acumulag¢do do FS em tecidos doentes ndo € es-
pecifico para doencas neopldsicas ou pré-neopldsicas. A sintese
do ALA € normalmente controlada com rigor pela enzima ALA-
sintetase, provavelmente através do nivel intracelular de heme.
ALA, quando fornecido para a célula, subverte esse controle e
resulta na acumulacdo da PpIX, que € convertida em heme pela
ferroquelatase pela adicdo de ferro ao nicleo da PpIX. Uma vez
que essa conversdao ¢ um processo lento™, altos niveis de PpIX
sdo encontrados no tecido, embora para produzir um efeito
fotodindmico necessite da exposigdo a luz%. H4 vdrias vanta-
gens na fotosensibilizag¢@o por PpIX induzida pelo ALA, uma delas
é que o organismo elimina PpIX rapidamente, o que limita o ris-
co da fotossensibilidade a 1-2 dias.

Ftalocianinas

Embora as ftalocianinas possam ser consideradas como sendo
derivadas de porfirinas, seu cardter aromdtico grandemente aumen-
tado explica a absor¢do mais intensa desses compostos no
infravermelho préximo comparada aquela dos ntcleos de porfirina
originais. Além disso, as rotas de sintese relativamente diretas de
ftalocianinas (em comparacdo com porfirinas) fornecem uma lar-
ga gama de compostos em termos do dtomo de metal/semimetal
central (Al, Ga, Si, Zn) e funcionalidade da cadeia lateral. Como
FS, as ftalocianinas fornecem alto rendimento de produgdo de oxi-
génio singlete, maior que de um FS padrdo como o AM.
Ftalocianinas t€ém mostrado grande potencial na drea de desinfec-
¢do dos produtos do sangue. Em termos de relacio estrutura-ativi-
dade para ftalocianinas, parece haver pouca correlacio entre a po-
téncia antiviral e o dtomo central da ftalocianina, pois isso tem
mais efeito sobre o rendimento de oxigénio singlete que sobre
seletividade e ligagdo'.
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Fenotiazinicos

Os corantes fenotiazinicos exibem intensa absor¢do de 600-
660 nm, regido do espectro ttil em TFD por estar na “janela tera-
péutica” requerida para a eficiente penetragdo da luz nos tecidos®’.
Azul de metileno tem sido usado clinicamente no tratamento de
cancer de bexiga e, recentemente, contra tumores de es6fago
inoperdveis, viruléncias da pele, psoriase e adenocarcinomas'.

Um estudo comparativo da citotoxicidade do AM no escuro
em células normais e tumorais verificou que esse corante € mais
citot6xico em células tumorais®***. O fato de que tanto células MDR
como cepas de bactérias resistentes a multiplos antibidticos tam-
bém sdo sensiveis ao corante® sugere que AM pode ser usado como
um agente quimioterapéutico.

Azul de metileno € também empregado como FS em desinfec-
¢do viral do sangue. Entretanto, tanto em TFD de cancer como nos
recentes regimes antimicrobianos, os corantes fenotiazinicos comer-
ciais tém mostrado a desvantagem de uma toxicidade inerente (no
escuro), o que causa uma diminuicdo da eficiéncia terapéutica. Des-
ta forma, tém sido realizados estudos de desenvolvimento racional
para a sintese de andlogos do AM'6,

Riboflavina

Vitamina B2, ou riboflavina (Figura 6), essencial na dieta huma-
na, ¢ um agente comprovadamente ndo téxico que pode ser usado na
fotodesinfeccdo dos produtos do sangue, uma vez que nesse processo
as principais preocupagdes sao os provaveis efeitos colaterais nos re-
ceptores do sangue. A fotoquimica da riboflavina é bem conhecida,
bem como suas interagdes com dcidos nucléicos®. Embora esse tipo
de estudo esteja apenas em sua fase inicial, sabe-se que riboflavina é
ativa em cada um dos principais componentes do sangue sem dano
significante a essas estruturas, inclusive no uso em RBC™.

OH OH OH
H,C—CH-CH-CH-CH,0H

CH, N /N\f 0
Cl—[3: : N:H( NH
(6]
Figura 6. Estrutura quimica da riboflavina
Hipericina

A hipericina € um pigmento fotoativo natural produzido por plan-
tas do género Hypericum da familia Guttiferae. indicada em quadros
de distirbios psicovegetativos, estados depressivos leves e modera-
dos, medo e/ou agitacdo emocional. Além disso, possui propriedades
antiinflamatdrias, anti-sépticas, antiinfecciosas, antivirais, cicatriza a
varicela, estimula a circulagiio sanguinea e elimina os hematomas. O
composto exibe uma potente atividade fototdxica antitumor in vitro e
in vivo. Hipericina € provavelmente o mais potente FS encontrado na
natureza. Relatos recentes tem mostrado que € possivel explorar a

OH O OH

CH3‘.‘OH
CH3III0H

OH O OH

Figura 7. Estrutura quimica da hipericina
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fotoatividade da hipericina no tratamento de psoriase e outras doencas
da pele®'. Atualmente, a hipericina produzida sinteticamente tem sido
estudada como uma nova geragio de farmacos para utilizagio em TFD
e alguns resultados indicam que este ES pode induzir tanto a apoptose
quanto a necrose de células tumorais®.

Xantenos

Xantenos sdo compostos ciclicos com trés anéis aromdticos em
arranjo linear com um dtomo de oxigénio no centro do anel, que
absorvem luz na regido do visivel. Uma caracteristica importante
dos corantes xantenos € que nao se ligam a membrana celular e loca-
lizam-se no citoplasma. Alguns exemplos de xantenos s3o Rosa de
Bengala, Eosina Y, Fluoresceina e Eritrosina B. Rosa de Bengala ¢
um haleto derivado da fluoresceina que tem sido usado em oftalmo-
logia como um corante para diagndstico de vdrias doengas externas
ao olho. Como um FS, Rosa de Bengala pode matar microorganismos,
tais como virus, bactérias e protozodrios, além de induzir efeitos
fotodinamicos in vitro em RBC, cardiomiocitos e células epiteliais
do pigmento da retina. Em um ambiente aquoso contendo
nucleotideos, 0 mecanismo fotodindmico da Rosa de Bengala sob
irradiacdo em 532 nm € predominantemente do tipo II, gerando 80%
de oxigénio singlete e os restantes 20% de anion super6xido® .
Eritrosina tem atividade antimicrobial contra bactérias orais Gram
(+) e Gram (-). Esse corante € usado para corar o agente etioldgico
das doengas orais comuns (placa dentdria), porém o tnico trabalho
usando eritrosina como um FS em odontologia foi recentemente
publicado por Wood er al.®. Eritrosina tem uma vantagem sobre
outros fotossensibilizadores em desenvolvimento uma vez que tem
completa aprovagéo para uso na boca®. Eosina Y € um derivado
tetrabromo da fluoresceina e pode ser usado para corar o citoplasma,
o coldgeno e as fibras musculares para exame ao microscépio. A
inativacdo de E. coli. por corantes como AM, Rosa de Bengala e
eosina imobilizados ou recobrindo suportes insoltveis, foi estudada
como uma alternativa para desinfec¢do de dgua®.

CONCLUSOES

O uso de antibidticos sistémicos pode ser limitado em lesdes
traumadticas e queimaduras que contém quantidade significante de
tecido ndo perfundido, devido ao comprometimento da circulagido
capilar. Por outro lado, a aplicagdo topica do FS na drea infectada
permite que o FS entre diretamente em contato com os micrébios
sem ser distribuido as células do hospedeiro. Uma vez que o FS
cationico se liga rapidamente aos micrdbios e € lentamente captu-
rado pelas células hospedeiras, isso permite uma seletividade tem-
poral favoravel aos microrganismos. Dessa forma, se a luz € apli-
cada relativamente rdpido apés a administragdo do FS, o dano
colateral para o tecido hospedeiro serd minimizado.

Existe uma infinidade de aplicacdes da PDI, especialmente no
caso de infeccdes. Isto se torna especialmente importante devido
ao alarmante crescimento da resisténcia a antibidticos e a necessi-
dade de métodos alternativos de tratamento local tornam-se neces-
sdrios. Além disso, em muitas infeccdes localizadas, antibidticos
administrados de forma oral ou sistémica ndo sdo particularmente
efetivos, ou porque as bactérias estdo infectando um tecido que
ndo € bem perfundido ou porque as bactérias estdo presentes no
tecido como um biofilme, o que reduz dramaticamente a suscepti-
bilidade ao antibidtico. Para que PDI possa ser usada no futuro
para combater infec¢des localizadas dificeis de tratar, € necessario
que o FS seja capaz de ser administrado de forma local, tépica ou
intracavidade e, depois de um tempo adequado, proceder a irradia-
¢do da drea infectada com luz em dose e comprimento de onda
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adequados, com fibra dtica, ponta difusora e outros ou por ilumi-
nagdo direta da drea exposta cirurgicamente.

Dois grandes grupos de doencas em que FS e luz podem ser
facilmente entregues no local das infecgdes por PDI sdo: infeccdes
associadas a trauma cujas manifestagdes clinicas variam desde in-
fecgdes superficiais causadas por vdrias bactérias Gram (+) e Gram
(-) até necrose e gangrena e o segundo grupo inclui infeccdes em
cavidades do corpo e superficies que geralmente respondem mal a
antibidticos sistémicos, por ex., otite média, doengas periodontais,
infecgdes do trato urindrio e viroses®.

Em termos de quimica envolvida na desinfec¢io do sangue, os
agentes fotodindmicos baseados no ntcleo fenotiazinico oferecem
um excelente perfil antimicrobiano com baixa toxicidade no plas-
ma e poucos efeitos colaterais associados. Pesquisas estdo sendo
feitas na drea, principalmente visando uma efetiva remogdo dos
fotossensibilizadores pds-tratamento. Azul de metileno ja é em-
pregado por varias agéncias europé€ias de desinfec¢do do plasma.
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