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RESUMO

SINTESE E INTERNALIZACAO DE
FOTOSSENSIBILIZADORES MCHC-CHLORIN SOBRE
Trichophyton rubrum

A onicomicose apresenta desafios terapéuticos significativos
devido a dificuldade de erradicacdo dos fungos, a densa camada
de queratina na estrutura ungueal e a limitacdo da vascularizacao
local, fatores que comprometem a eficacia dos tratamentos
topicos e sistémicos. Os métodos convencionais, além de falhas
terapéuticas, frequentemente causam efeitos colaterais
indesejaveis e apresentam baixa adesdo devido ao tempo
prolongado de tratamento, contribuindo para o aumento da
resisténcia fungica aos medicamentos. Nesse contexto, a Terapia
Fotodindmica (TFD) surge como uma alternativa promissora,
capaz de superar essas limitagcdes. Contudo, 0 sucesso da técnica
depende do desempenho dos fotossensibilizadores empregados.
Neste estudo, a reacdo Diels-Alder entre o éster dimetilico de
protoporfirina IX e maleimidas, fornece adutos endo que
impedem completamente a autoagregacédo das clorinas. Dados
obtidos por fluorescéncia, propagacéo ressonante de luz (RLS),
experimentos de RMN de 'H e analises cristalograficas por raios
X confirmaram a configuracdo estrutural desses compostos. As
clorinas sintetizadas evitam interagdes de empilhamento 7 entre
macrociclos, apresentando elevado rendimento quantico de
oxigénio singlete (PA) e fluorescéncia (®f). Esses resultados
preliminares indicam que essa abordagem sintética pode
fornecer uma nova geracdo de fotossensibilizadores clorinicos
ndo agregativos (MCHC-Chlorin), com grande potencial para
aplicacdes em TFD no tratamento da onicomicose.

Palavras-chave:  Terapia  Fotodinamica. = Onicomicose.
Fotossensibilizadores ndo agregativos. Clorinas.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND INTERNALIZATION OF MCHC-CHLORIN
PHOTOSENSITIZERS ON Trichophyton rubrum

Onychomycosis presents significant therapeutic challenges due
to the difficulty of eradicating fungi, the dense keratin layer in
the nail structure, and the limited local vascularization, factors
that compromise the effectiveness of both topical and systemic
treatments. Conventional methods, in addition to therapeutic
failures, often cause undesirable side effects and have low
adherence due to the prolonged treatment time, contributing to
the increase in fungal resistance to medications. In this context,
Photodynamic Therapy (PDT) emerges as a promising
alternative, capable of overcoming these limitations. However,
the success of the technique depends on the performance of the
photosensitizers used. In this study, the Diels-Alder reaction
between dimethyl ester of protoporphyrin IX and maleimides
provides endo adducts that completely prevent the self-
aggregation of chlorins. Data obtained through fluorescence,
resonance light scattering (RLS), *H NMR experiments, and X-
ray crystallographic analysis confirmed the structural
configuration of these compounds. The synthesized chlorins
avoid m-stacking interactions between macrocycles, exhibiting
high singlet oxygen quantum yield (®A) and fluorescence (®f).
These preliminary results suggest that this synthetic approach
may provide a new generation of non-aggregating chlorin-based
photosensitizers (MCHC-Chlorin), with great potential for PDT
applications in the treatment of onychomycosis.

Keywords: Photodynamic Therapy. Onychomycosis. Non-
aggregative photosensitizers. Chlorines.
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1 INTRODUCAO

Onicomicose é uma infeccdo flngica que atinge a lamina ungueal, causada
principalmente por dermato6fitos, sendo Trichophyton rubrum ou Trichophyton
mentagrophytes identificados como os patégenos causadores mais frequentes. As
leveduras sdo responsaveis em 5% dos casos e fungos nao dermatéfitos, responsaveis em
3% dos casos. Caracterizada por tornar as unhas quebradicas, espessas, com excesso ou
falta de pigmentacéo, é considerada uma das dermatoses mais frequentes, representando
em torno de 30 a 50% de todas as infec¢bes ungueais (Alberdi; Gomez, 2019).

Por sua grande incidéncia e prevaléncia, é classificada como um problema de
sade publica no Brasil. E uma doenca multifatorial, fato muitas vezes que passa
despercebido e merece atencdo em varias frentes sociais e de salde. Podemos citar como
fatores contribuintes para o desenvolvimento da patologia as caracteristicas do nosso
clima, dados demogréaficos e sociais. Outra problematica, sdo os portadores da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida, Diabetes, doencas arteriais periféricas, e a populacado
idosa, que sdo grupos mais propensos para o0 desenvolvimento da patologia e
principalmente, apresentar formas severas da doenca além de dificuldades e restri¢cGes ao
tratamento. A medida que a onicomicose avanca, ela pode afetar a postura, a marcha e a
realizacdo de atividades fisicas. Os pacientes frequentemente experenciam sintomas
como parestesia, dor, desconforto e reducéo da destreza (Milobratovic, et al., 2013; Scher,
1996).

Seu tratamento € um desafio nas praticas clinicas devido as particularidades da
patologia e da regido acometida. O lento crescimento das unhas, principalmente a dos pés
e por se tratar de uma regido ndo vascularizada, dificulta a penetracdo dos medicamentos.
Os tratamentos convencionais consistem no uso de antifungicos topicos ou sistémicos,
dependendo da proliferacdo da patologia. O tratamento sistémico pode resultar em uma
série de efeitos adversos, como: eritema, cefaleia, hipersensibilidade, possiveis interaces
medicamentosas e maior propensdo a desencadear doencas hepaticas graves devido ao
extenso periodo de tratamento. Além dos efeitos adversos, o longo tempo requerido e alto
custo do tratamento contribuem para a baixa adesdo do paciente e as falhas terapéuticas
sdo muito comuns devido a resisténcia do fungo frente a droga utilizada. Por conta destas

implicagdes, os antifingicos tdpicos sdo os mais utilizados pelos pacientes, porém
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apresentam baixa eficicia, justamente por ndo terem a capacidade de eliminar
completamente a infec¢do. Todas estas probleméticas demostram que os tratamentos
convencionais estdo cada vez mais fadados ao insucesso, tornando-se necessario novas
modalidades terapéuticas seguras e eficazes, diminuindo as inUmeras desvantagens e
grande taxa de reincidéncia da doenca, observada com os antifungicos comumente
utilizados (Alberdi; Gomez, 2019; Martins, et al., 2007).

Por sua vez, a terapia fotodindmica (TFD), emerge como um recurso promissor
para o tratamento e diagndstico de diversas patologias. A TFD ocorre na presenca de 3
elementos basicos: droga fotossensibilizadora; fonte de luz e o oxigénio molecular. O
tecido infectado é pre tratado com o fotossensibilizador (Fs) e posterior irradiado
localmente com com luz de comprimento de onda adequado. A interacdo destes fatores,
leva o Fs ao estado excitado tripleto, interagindo com as células do tecido doente, que, na
presenca do oxigénio celular circulante, produz espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Finch; Warshaw, 2007).

A terapia fotodindmica vem sendo utilizada no tratamento de onicomicose com
fotossensibilizadores convencionais tais como azul de metileno e protoporfirina IX. O
efeito fotodinamico estd relacionado a caracteristicas como: a biodistribuicdo dos
fotossensibilizadores, interacdes com biomoléculas e organelas especificas e com as
propriedades fototofisicas dos mesmos. No entanto, este tratamento esta limitado por
fatores de agregacdo. Compostos que apresentam indice elevado de agregacao,
apresentam fotofisica desfavoravel, com baixos rendimentos quanticos de triplete (1) e
oxigénio singleto (®A). Os fotossensibilizadores convencionais apresentam anéis
aromaticos com ampla nuvem =« e extensa planaridade, sendo todos eles induzidos a auto
agregacao. A MCHC-Chlorin é um novo fotossensibilizador composto por dois macros
ciclos ortogonais unidos por um carbono sp3. Tal conformacédo, confere impedimento
estérico e consequentemente, o impedimento de formacédo do estado agregado. Assim, tal
fotossensibilizador, apresenta sua fotofisica maximizada com elevado rendimento
quantico de oxigénio singleto (®A) 0,78 e rendimento quantico de fluorescéncia (Of) de
0,16. Estes resultados habilitam MCHC-Chlorin como excelente fotofarmaco para
tratamentos por terapia fotodindmica e diagnéstico. Abrindo assim, uma nova janela para
0 estudo da TFD com o primeiro fotossensibilizador isento de auto agregagéo. Desta

forma, este fotossensibilizador podera oferecer um tratamento mais eficaz para
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onicomicose (Christenson, et al., 2018; Fernandes; Baptista, 2007; Finch; Warshaw,
2007; Martins, et al., 2007).

O objetivo principal deste estudo foi sintetizar e determinar a viabilidade da ac&o
fotodinamica de MCHC-Chlorin em Trichophyton rubrum e, para uma pesquisa mais
aprofundado foi proposto o estudo dos seguintes objetivo secundarios: (I) Realizar a
sintese de fotossensibilizadores derivados de MCHC-Chlorina; (I1) Caracterizar a forma
estrutural do composto; (111) Caracterizar a fotofisica do composto e; (1V) realizar estudos
de incorporacdo e internalizacdo de fotossensibilizadores derivados de MCHC-Chlorin

em Trichophyton rubrum in vitro
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ONICOMICOSES

A palavra "onicomicose" é derivada das palavras gregas onyx, que significa unha,
e mykes, que significa fungo. E uma infecgdo fingica comum que afeta as unhas dos
dedos das maos e dos pés. Essa condicdo pode envolver diversos componentes do
aparelho ungueal, como a lamina ungueal, a matriz e o leito ungueal. A infeccdo ocorre
quando o fungo invade e se prolifera na unha, causando sintomas como descoloracéo,
fragilidade, deformagdes e, nos casos mais graves, separagéo da unha do leito ungueal. E
a condicdo mais comum relacionada as unhas, representando cerca de 50% de todos os
casos de desordens ungueais, com maior prevaléncia em adultos.

Os agentes responsaveis incluem leveduras, fungos filamentosos ndo dermatofitos
e dermatdfitos, sendo estes Ultimos os mais comuns, correspondendo a cerca de 90% dos
casos de onicomicose, que atinge aproximadamente 25% da populacdo mundial. As
leveduras vém em segundo lugar, seguidas pelos fungos ndo dermatofitos. Estima-se que
entre 10% e 15% da populacdo possa desenvolver onicomicose em algum momento da
vida (Fernandes; Baptista, 2007; Banfi, et al., 2004).

Os dermatofitos constituem um grupo especializado de fungos com afinidade
queratinofilica, ou seja, degradam a queratina no seu processo de nutricdo (Santo, 2014).
Este grupo de fungos sdo filamentosos, e por sua natureza queratinofilica, acometem a
camada cdrnea da epiderme, cabelos e unhas. Estas lesbes denominadas dermatofitoses,
sdo clinicamente reconhecidas por seu aspecto circinado, anular e ainda descamacéo da
pele glabra (Elewski, 1998).

Os dermat6fitos que causam a tinea unguiun, dividem-se em géneros:
Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton. Diferem-se em sua morfologia,
esporulacdo fungica e microscépica, atribuindo variacdes e preferéncias do local de
atuacdo. O género Trichophyton, em principal o Trichophyton rubrun, seguido pelo
Trichopyton mentagrophytes, tém afinidade por tecidos queratinizados, e devido a sua
enorme variacdo epidemioldgica, preferem tecidos como o da unha, tornando-se o género

mais frequente (Silva, 2013).
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Apesar dos fungos demartdfitos serem os maiores causadores da onicomicose, nos

ultimos anos observa-se um aumento consideravel dos ndo dermatéfitos, que até ento,

eram considerados raros. Dentro de suas espécies ha diversos fungos que acometem as

unhas, porém apenas uma pequena parte € a causadora, entre elas pode-se citar:

Scopulariopsis., 0 Acremonium sp., 0 Aspergillus sp., 0 Onychocola canadiensis, entre

outras espécies de género (Lima, et al., 2009).

As leveduras, apesar de serem consideradas uma microbiota normal, também

podem causar patologias, sejam elas primarias ou secundarias, entre as quais pode-se ter

0 acometimento das unhas e a infeccdo do leito ungueal. Observa-se como principal

causadora as leveduras do género Candida (Araujo, et al., 2003).

A onicomicose pode ser classificada em cinco categorias:

1.

5.

Subungueal distal/lateral: a qual possui maior ocorréncia, tem a propagacao
do hiponiquio, se alastrando ao leito ungueal, provocando hiperqueratrose,
onicdlise e o espessamento da unha;

Subungueal proximal: observa-se a invasdo da area sob a cuticula,
progredindo para a porcdo proximal da lamina, geralmente sua maior
proliferacdo é em pessoas com HIV, e com condi¢des de imunossupresséo;
Onicodistrofia total: ocorre o espessamento total ocasionado pelo somatério
evolutivo das lesbes anteriores e pela fragilidade causada com a perda da
lamina ungueal restando apenas fragmentos queratinizados aderidos ao leito
ungueal;

Branca superficial ou leucomicose: o fungo invade a camada superior da
lamina ungueal, e é reconhecido por suas manchas brancas na face da unha;

Onicomicose distréfica com apresentacao de paroniquia.

Na figura 1 se pode observar a classificacdo das onicomicoses causadas por

dermatofitos,
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Figura 1 - Lesdes ungueais

Fonte: Lima; R&égo e Montenegro (2007, p. 210)
(A) Onocomicose subungueal distal e lateral;
(B) Onicomicose subungueal proximal; (C) Onicomicose distrofica total;
(D) Onicomicose superficial branca ou leucomicose; (E) Onicomicose distrofica
com apresentagdo de paroniquia.

Para diagnosticar a onicomicose, leva-se em consideracdo o seu aspecto clinico,
se ja houve uma precedéncia, e nas possibilidades de tratamento. Para descobrir o género
causador é necessario uma série de exames diretos, no cultivo e na identificacdo do agente
etiolégico, geralmente com o auxilio de testes bioquimicos, que fazem a diferenciacdo
entre espécies (Santo, 2014).

E importante ressaltar que a onicomicose n4o € a Unica patologia onicodistrofica;
as bactérias também podem apresentar essa caracteristica e, muitas vezes, estdo
associadas aos fungos. Quando a populacdo bacteriana supera a proliferacdo fungica,
pode-se diagnosticar uma onicobacteriose. Esses casos costumam ocorrer em infeccdes
por leveduras e sdo influenciados por diversos fatores individuais de cada paciente, que
favorecem essa interacdo. As caracteristicas pessoais impactam diretamente na

propagacao e na prevaléncia das espécies fungicas (Silva, 2013).

2.2 Epidemiologia das Onicomicoses

Diversos fatores contribuem para a maior incidéncia da proliferacdo de fungos,
sendo as condicOes climaticas o principal deles. O contato e a convivéncia com animais
domésticos, além da agua contaminada em piscinas e reservatérios, sdo algumas das

situacdes que favorecem o surgimento de fungos responsaveis por dermatoses. No Brasil,



20

a onicomicose fungica apresenta uma alta taxa de ocorréncia. O clima do pais,
caracterizado por altas temperaturas e elevada umidade, cria condigdes favoraveis para a
proliferacdo de fungos, com a umidade sendo o fator mais significativo no
desenvolvimento dessa patologia (Mendes, 2014).

Com uma umidade de 90% e temperatura de 35°C, a propagacao fungica ocorre
em apenas quatro dias. Além dos fatores exdgenos, existem condi¢des individuais que
contribuem para a propagacdo, como idade, género, doencas e profissdo. O
envelhecimento da populacdo é um fendmeno notével e frequentemente estudado em
relacdo a salde, o que gera preocupacgdes, especialmente no contexto da onicomicose,
uma patologia que afeta principalmente adultos, especialmente os acima de 60 anos
(Christenson, et al., 2018).

Os fatores de risco para o desenvolvimento da onicomicose podem ser agrupados
em varias categorias:

e Caracteristicas medicas dos pacientes: idade avancada, predisposicédo
genética, alteracGes nos pés e condicdes de saude como diabetes,
imunossupressao, insuficiéncia venosa, doencas arteriais periféricas, cancer e
obesidade.

e Doencas dermatoldgicas: histérico de tinea pedis, psoriase e hiperidrose.

e Fatores externos: lesbes nas unhas, falta de higiene adequada, préatica de
atividades esportivas, exposicdo ocupacional, tabagismo e uso de calcados
fechados (Chanyachailert; Leeyaphan; Bunyaratavej, 2023; Lipner; Scher,
2019).

Individuos com doencas como diabetes tém maior predisposi¢cdo a infeccdes
fungicas, pois 0 agente fangico compromete a barreira natural da camada cornea, que
contém 4&cidos graxos fungistaticos, importantes na defesa contra infecgdes. O HIV
também é uma condicdo que facilita a ocorréncia de onicomicose; pacientes com esse
diagndstico sao alvos frequentes do microrganismo, com casos observados em mais de
30% dos pacientes. Devido a sua baixa imunidade, as lesdes de onicomicose tendem a ser
mais graves, podendo se tornar disseminadas ou até fatais (Foss, et al., 2005).

E importante ressaltar que a onicomicose ¢ uma doenca infecciosa, ou seja, todas

as pessoas que tém contato direto estdo em risco de contrair a infecgdo. Os maiores niveis
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de contaminagdo ocorrem em locais publicos, especialmente quando o paciente ndo

recebe o tratamento adequado (Araujo, et al., 2003).

2.3 0 GENERO TRICHOPYTON RUBRUM

O fungo dermatofito Trichophyton rubrum é amplamente reconhecido como uma
das espécies mais relevantes e clinicamente significativas dentro do género Trichophyton,
que inclui diversos fungos responsaveis por infec¢des cutaneas em humanos e outros
animais. Esse fungo destaca-se pela afinidade por pele e unhas, sendo um dos principais
agentes causadores de infec¢fes fungicas dermatofiticas em humanos.

O T. rubrum foi inicialmente isolado por Castellani em 1910, em um contexto em
que a maioria dos dermatofitos ja havia sido identificada. No século XIX, levantou-se a
hipdtese de que esses fungos poderiam ser 0s agentes responsaveis pela forma crénica da
tinea corporis. Posteriormente, o T. rubrum se disseminou globalmente, consolidando-se
como uma das principais causas de onicomicoses. Estudos genéticos sugerem que a
espécie teve origem na Africa e foi disseminada para a Europa e outros continentes por
meio de migracfes humanas (Brasch, 2007).

Trata-se de um fungo filamentoso e patogénico, prevalente em micoses como
tinea corporis, tinea pedis e tinea unguium. Pertencente ao Reino Fungi, mais
especificamente a divisdo Ascomycota, suas colnias apresentam coloracao branca, com
variacdo fenotipica notavel na pigmentacdo avermelhada na parte inferior das colénias
(Santos; Hamdan, 2005; Faergemann; Baran, 2003).

Estudos indicam que o T. rubrum é responsavel por até 70% de todas as infec¢oes
causadas por dermatofitos. No caso especifico das onicomicoses, ele é identificado como
0 agente em 71% dos casos. Dada sua alta prevaléncia e recorréncia ap0s interrup¢do do
tratamento, o conhecimento detalhado sobre o fungo é essencial para estratégias
terapéuticas eficazes (Mukherjee, et al., 2003).

A identificacdo precisa do T. rubrum requer analise detalhada, com base em
caracteristicas macroscépicas e microscopicas. As coldnias de Trichophyton rubrum
possuem coloracgdo branca, com textura que varia entre cotonosa (semelhante a algodéo)

e aveludada (figura 2). O verso das coldnias apresenta uma pigmentacdo avermelhada
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com tons puarpura (figura 3), embora também possam ser observadas variacdes em
diferentes tonalidades de castanho (Rodrigues, 2007; Sidrim; Rocha, 2003).

Figura 2 - Anverso das col6nias de Trichophyton rubrum em Agar Sabouraud

Fonte: Autora (2024).

Figura 3 - Verso das coldnias de Trichophyton rubrum em Agar Sabouraud

Fonte: Tomé (2024)

O crescimento dessas col6nias ocorre em um periodo de 7 a 14 dias, caracterizado
pela presenca de pregas radiais que formam uma saliéncia central. Sob analise

microscopica, observa-se hifas septadas e hialinas, microconidios em formato de gota,
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dispostos ao longo das hifas ou organizados em cachos, além de macroconidios raros,

como demonstra a Figura 4 (Pereira; Mendes; Lima, 2013; Rodrigues, 2007).

Figura 4 - Caracteristicas Microscopicas do Trichophyton rubrum

_— Microconidios
Fonte: Autora (2024).

2.4 ANATOMIA UNGUEAL E SUA IMPORTANCIA

A onicomicose, muitas vezes é negligenciada e reduzida a aparéncia inestética que
ocasiona, porém ¢ causadora de consideraveis efeitos fisicos e psicologicos ao paciente,
resultando em diversas implicacOes e deficiéncias. A anatomia ungueal frequentemente
sofre distor¢bes secundarias por conta da patologia, podendo ocasionar dor e maior
propensdo a queda, principalmente em idosos (Milobratovic, et al., 2013; Scher, 1996).

Além do seu papel estético, a unha protege a falange distal dos dedos, possibilita
a preensdo de pequenos objetos. E uma estrutura rigida e a0 mesmo tempo flexivel,
produzida em todo curso da vida do individuo pela matriz ungueal (Hay; Baran, 2015;
Rich; Scher, 2005).

Como se pode observar na Figura 5, o aparelho ungueal dorsal, evidenciando suas
estruturas. A matriz € um tecido germinativo protegido pela dobra ungueal proximal, que
adere firmemente a por¢do proximal da placa ungueal através da cuticula. Contiguamente
a dobra proximal, a dobra lateral protege a borda lateral da placa ungueal. A unha ndo é
aderida a matriz, mas adere fortemente ao leito ungueal. Por fim, a banda onicodérmica,

ponto de unido entre o leito e a placa ungueal, localizada na porgéo distal da unha, sela o
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espaco virtual entre o leito e a placa. A dobra proximal e a banda onicodérmica séo as
principais barreiras fisicas contra agressores externos (fungos, bactérias, virus, agentes

quimicos e fisicos, entre outros) (Baran; Berker, 2012; Reardon, et al. 1999; Zook, 2002).

Figura 5 Seccéo longitudinal de um dedo, evidenciando o aparelho ungueal dorsal
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Fonte: Adaptado de Berker e Baran (2012)

Os agentes causadores da onicomicose promovem a¢do queratolitica, podendo ser
observados, principalmente na forma distal-lateral, ocasionando a onicolise, que é o
descolamento entre a lamina e o leito ungueal. A perda da banda onicodérmica é um fator
de grande relevancia na patogenia da onicomicose (Hay; Baran, 2015; Milobratovic, et
al., 2013; Scher, 1996).

2.5 CRITERIOS DIAGNOSTICOS DAS ONICOMICOSES

As manifestacBes clinicas das onicomicoses variam bastante, podendo se
apresentar como uma infeccdo leve ou assintomatica. No entanto, € comum que as
infeccOes sejam sintomaticas e durem meses ou até anos. Para o diagndstico, além do
exame clinico, é essencial realizar um teste micoldgico para identificar o patégeno. Vale

ressaltar também, que as onicomicoses fungicas podem se assemelhar a outras condigdes,
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como liquen plano, psoriase, dermatite crénica e traumas ungueais, aléem de ser possivel
a presenca de patologias mistas, 0 que torna o diagndstico das onicomicoses um
verdadeiro desafio. A ideia de que um Unico agente etiologico € responsavel por um caso
de onicomicose ainda ndo é amplamente aceita na pratica clinica. Desde os postulados de
Koch, formulados no século XIX, a abordagem predominante tem sido priorizar as
"culturas puras”, em que se isola um Gnico microrganismo para cada infeccdo. No entanto,
esse conceito precisa ser reconsiderado, pois atualmente se sabe que as infeccOes
microbianas podem ser originadas por mualtiplos agentes etiol6gicos simultaneamente
(Costa, et al., 2023; Gupta; Simpson, 2013).

Determinar corretamente o agente etiologico através de testes laboratoriais €
imprescindivel para a eficacia da terapia, visto que cada microrganismo responde de uma
forma diferente aos antifingicos, sendo necessaria esta identificacdo para empregar a
terapia correta (Martelozo; Guilhermetti; Svidzinski, 2005).

O exame micoldgico direto (EMD) e a cultura sdo considerados o padrdo ouro
para o diagnostico das onicomicoses. Esse método envolve a andlise de laminas
preparadas com hidréxido de potassio (KOH) a 20%. No entanto, é importante notar que
esse exame possui baixa sensibilidade e pode ser demorado. Sua confiabilidade depende
da experiéncia do examinador, e € recomendado realizar coletas sucessivas para aumentar
a precisao do diagnostico. Um novo EMD deve ser feito sempre que o primeiro resultar
negativo (Amir; Foering; Jason, 2015; Sidrim, et al. , 2008).

Ja o exame histomicolégico ou clipping utiliza técnicas consolidadas da
histopatologia, exigindo apenas o pré-tratamento da amostra ungueal com hidréxido de
sodio a 20% para amolecimento. Esse procedimento é considerado simples e pratico, e
alguns autores o consideram mais preciso do que o exame micoldgico direto. Contudo,
ele ndo permite a identificacdo do género e da espécie do fungo envolvido e tende a ter
um custo mais elevado em comparagdo aos métodos convencionais (Gianni, et al., 2001;
Gupta; Simpson, 2013; Wilsmann-T., et al., 2010).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ganhou destaque com o surgimento da
biologia molecular e por se tratar de um método rapido e de alta sensibilidade. Enquanto
a PCR necessita de cerca de 48 horas para o resultado, a cultura necessita em média de
quatro a seis semanas. O método vem demostrando ser viavel para o diagnéstico da

patologia por fungos dermatofitos, ndo dermatofitos e leveduras, mas a técnica ainda
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carece de protocolos de padronizacdo (Bontems; Hauser; Monod, 2009; Graser; Czaika;
Ohst, 2012; Gupta; Nakrieko, 2014).

Para um diagndstico inequivoco, a avaliacdo clinica e micolégica deve ser
criteriosa. Os fungos ndo dermatofitos, podem ser meros contaminantes e ndo caracterizar
uma infeccdo, tornando o diagnostico das onicomicoses por fungos ndo dermatofitos um
desafio, diferentemente do que ocorre com os fungos dermatofitos. Desta forma, é
necessario levar em consideracao as alteracGes clinicas e historico do paciente, associadas
ao exame micoldgico direto e duas ou mais culturas positivas para o fungo ndo
dermatéfito (Schechtman, 2008; Gupta, et al., 2012).

2.6 METODOS CONVENCIONAIS DE TRATAMENTO

Nos casos de onicomicose, o tratamento € realizado com antifungicos, que podem
ser classificados em trés tipos de terapia: topica, sistémica e combinada. A Terapia
Sistémica é indicada quando uma grande area da matriz ungueal esta afetada. Embora
seja considerada a mais eficaz, ela apresenta riscos de interacdes medicamentosas e
efeitos colaterais. A Terapia Tépica é indicada quando a matriz ungueal ndo esta
comprometida, sendo mais segura e com menos efeitos adversos em comparacao a
sistémica. Geralmente, é empregada em casos de onicomicose superficial branca ou
quando o tratamento sistémico é contraindicado, porém, na maioria dos casos nao €
suficientemente eficaz. Ja a Terapia Combinada, consiste na associacdo dos tratamentos
topicos e sistémicos, oferecendo os mesmos beneficios da terapia sistémica, mas com a
vantagem de um efeito sinérgico, tornando-a mais eficaz do que o uso exclusivo de
antifangicos orais (Ameen, et al., 2014; Barot, et al., 2013; Warshaw, et al., 2005).

Os principais grupos de antifungicos sistémicos usados no tratamento de micoses
superficiais e cutaneas incluem os imidazodis (como o cetoconazol), os triaz6is (como
fluconazol e itraconazol) e as alilaminas (como a terbinafina) (Almeida, et al., 2009).

Pacientes mais vulneraveis a formas graves da doenca, sdo justamente 0s que
exigem maior cuidado e restricbes no uso de medicamentos. Antes de iniciar a terapia
sistémica, é recomendado realizar testes de funcdo hepética e, em alguns casos, um
hemograma completo antes do uso de terbinafina ou itraconazol. Ao prescrever

itraconazol, os médicos devem considerar a realizacdo de um eletrocardiograma,
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especialmente em pacientes idosos ou com disfuncdo cardiaca preexistente. O
monitoramento adicional é necessario em populacdes especificas, pois estudos mostram
que a eliminacdo de terbinafina e itraconazol € significativamente mais lenta em pacientes
com cirrose hepatica em comparacéo com individuos saudaveis. Além disso, a eliminacéo
de terbinafina é reduzida em pacientes com insuficiéncia renal. Pacientes que usam
fluconazol também devem ser monitorados, uma vez que esses medicamentos estdo
associados a hepatotoxicidade. Por isso, agentes orais como esses nao sao recomendados
para pacientes com doenca hepatica crénica ou ativa, e aqueles com disfuncdo hepatica
que utilizam terapias orais precisam de monitoramento rigoroso. Pacientes diabéticos,
HIV positivos e transplantados tambem requerem maior atencdo e acompanhamento.
Além disso, as terapias antifungicas sistémicas podem interferir na farmacocinética e
farmacodinamica de outros medicamentos, 0 que pode resultar em reducéo da eficacia ou
aumento da toxicidade (Almeida, et al., 2009; Gupta, et al., 2019).

No passado, quando os tratamentos antifingicos nao apresentavam resultados, a
avulsdo cirurgica total da unha era uma opc¢do, mas atualmente esse procedimento esta
em desuso devido ao risco de distrofia temporaria ou permanente da lamina ungueal,
causada por traumas na matriz ungueal. No entanto, a avulsdo parcial ainda é utilizada
em alguns casos, permitindo a remocao da area afetada, embora ndo seja indicada para
onicomicose que envolva toda a unha (Almeida, et al., 2009 ).

A dificuldade no tratamento das dermatoses fungicas do leito ungueal, também
esta relacionada a estrutura da unha, que, por ser ndo vascularizada, dificulta a adeséo dos
medicamentos, tanto topicos quanto sistémicos. Essa caracteristica anatdmica da unha
explica os desafios enfrentados na eficacia dos tratamentos antifingicos (Chanyachailert;
Leeyaphan; Bunyaratavej, 2023).

O tratamento das onicomicoses apresenta taxas de fracasso terapéutico que variam
entre 25% em estudos experimentais e até 35% na pratica clinica. As principais razdes
para essas falhas incluem a baixa adesdo ao tratamento por parte dos pacientes, que chega
a cerca de 52%, e a farmacocinética inadequada dos farmacos para atingir a massa
ungueal afetada. Os medicamentos orais tém dificuldade em alcancar as bordas laterais
das unhas, enquanto a maioria dos antifungicos tépicos tem dificuldade em penetrar nas
camadas mais profundas da ldamina ungueal. No caso dos tratamentos topicos, é essencial

escolher um veiculo adequado que permita uma boa difusdo do antifungico na unha.
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Quanto aos antiflngicos orais, estudos indicam que medicamentos como itraconazol,
fluconazol e terbinafina conseguem penetrar e se depositar na ld&mina ungueal, mas ha
diferencas entre eles que exigem regimes de administracdo distintos (intermitentes ou
continuos) e variagbes na duracdo do tratamento (Chanyachailert; Leeyaphan;
Bunyaratavej, 2023).

Apos dois anos de uso de antiflngicos, ha relatos de perda de eficacia, geralmente
devido a mutacdo microbiana. Com o uso prolongado do medicamento, ocorre uma
"selecdo" natural entre os microrganismos, favorecendo as espécies que possuem
mecanismos de resisténcia aos farmacos. Isso destaca a importancia de desenvolver
alternativas terapéuticas capazes de prevenir a persisténcia e recorréncia da patologia
(Silva, 2013).

2.7 TERAPIA FOTODINAMICA

No final do século XX, Oscar Raab e seu professor observaram que o paramécio,
um tipo de protozoario, morria rapidamente quando exposto a luz na presenca do corante
acridina. Apds realizarem mais experimentos, constataram que a reacdo dependia da
combinacdo de corante, oxigénio e luz. A partir dessas descobertas, introduziram o termo
"terapia fotodinamica".

Quando ativado pela luz, o fotossensibilizador reage com o0 oxigénio presente nas
células, desencadeando interacdes que podem afetar moléculas vizinhas de duas maneiras
(Depry, et al., 2015; Issa; Manela-Azulay, 2010), conforme demonstrado na figura 6:

e Reacdo do tipo I - Producdo de radicais livres devido a transferéncia de elétrons
ou hidrogénio: A ativacao do fotossensibilizador desencadeia uma cascata de
reacOes oxidativas, mediadas por processos radicalares, que resultam na morte
celular. No estado excitado tripleto (T1), o fotossensibilizador transfere
energia para o tecido-alvo, promovendo a formacao de radicais livres e anions
por meio da transferéncia de hidrogénios ou elétrons. Esses radicais interagem
com o oxigénio molecular (O2), que retorna ao seu estado energético inicial,
gerando espécies reativas de oxigénio (ROS), como os superoxidos (Oz7), no

ambiente intracelular (Zhang, et al., 2018);
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e Reacéo dotipo Il - Produgéo de oxigénio singleto, por transferéncia de energia
ao oxigénio: quando irradiado, o fotossensibilizador alcanca o estado excitado
singlete e, por meio de cruzamento intersistema com inversdo de spin, transita
para o estado excitado triplete. Este estado possui um maior tempo de vida,
permitindo a transferéncia de energia para moléculas de oxigénio por meio de
secoes de choque, resultando na formagdo de oxigénio singlete (*O2), uma
espécie altamente reativa e oxidante (Kwiatkowski, et al., 2018).

Ambas as reagdes podem levar a morte celular e destruicdo do tecido doente

(Fernandes, et al., 2007).

Figura 6 - Mecanismos Tipo | e Tipo Il de fotossensibilizagdo, onde BM é biomolécula,
FS é fotossensibilizador e Alvos sdo os sitios biologicos (lipideos, proteinas, DNA)
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Fonte: Autora (2024)

A terapia fotodindmica ocorre apenas na presenca de trés elementos essenciais:
oxigénio, luz e fotossensibilizador. A interacdo desses fatores torna o tecido-alvo sensivel
a luz, desde que sejam utilizados comprimentos de onda capazes de serem absorvidos
pelos fotossensibilizadores, resultando em uma resposta fototdxica, geralmente mediada
por dano oxidativo. Quando ativados pela luz, os fotossensibilizadores geram espécies
reativas de oxigénio (EROs), que, no ambiente bioldgico, promovem a inativacdo das
células-alvo (Ribeiro, et al., 2011).

Um aspecto crucial na Terapia Fotodinamica é a capacidade do fotossensibilizador
de ser ativado por comprimentos de onda com maior penetracdo no tecido bioldgico.
Fotossensibilizadores que absorvem na regido do vermelho e do infravermelho proximo

permitem alcancar tecidos mais profundos, possibilitando o tratamento de lesdes maiores
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e mais profundas, garantindo que a acdo ocorra na camada tecidual necessaria para a

eficacia do tratamento (Issa; Boechat, 2016).
Na figura 7, podemos observar os comprimentos de onda e a capacidade de

penetracdo tecidual que cada um possui:

Figura 7 - Profundidade esquematica de penetracéo tecidual dos diferentes
comprimentos de onda.
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Fonte: IBRAMED (2018)

Entre os fotossensibilizadores com essas caracteristicas, destacam-se grupos como
as clorinas. Conforme ilustrado no diagrama de Jablonski (Figura 8), os processos de
desativacdo das moléculas ocorrem de forma simultdnea e competitiva. Por isso, é
fundamental avaliar a contribuicdo de cada processo, ou seja, o rendimento quantico de
cada etapa. Um bom fotossensibilizador deve apresentar uma alta eficiéncia no
cruzamento intersistema, com elevado rendimento quéntico no estado triplete e na
geragdo de oxigénio singlete. Outros fatores também desempenham um papel crucial na
eficacia de um fotossensibilizador, a capacidade de se acumular no tecido doente e uma

precisa citolocalizacdo, sdo aspectos fundamentais para um bom desempenho (Sant’Ana,

2018).
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Figura 8 - Diagrama de Jablonski
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2.8 FOTOSSENSIBILIZADORES

Ao longo das dltimas décadas, diversos estudos tém sido conduzidos com o
propoésito de aprimorar a eficicia e a seletividade dos fotossensibilizadores. Algumas
pesquisas focaram no desenvolvimento de fotossensibilizadores capazes de absorver
energia em comprimentos de onda mais longos, facilitando uma penetragdo mais
profunda da luz e, consequentemente, atingindo tecidos localizados em maiores
profundidades. Outras investigacdes buscaram otimizar a entrega e a interacdo desses
compostos com sistemas biolégicos. O objetivo ideal é que o fotossensibilizador se
concentre preferencialmente no tecido alvo e seja rapidamente eliminado dos tecidos
saudaveis (Fernandes, et al., 2007).

Os fotossensibilizadores podem ser classificados com base em algumas estruturas
principais, como porfirinas, clorinas, cianinas e diversos corantes, incluindo azul de
toluidina, azul de metileno, azul de dimetileno, rosa bengal e hipericina. Além disso, eles
sdo organizados em geracdes de acordo com suas capacidades funcionais: a primeira e a
segunda geracdo ja sdo amplamente conhecidas. H4 também uma terceira geracdo em
desenvolvimento, composta por fotossensibilizadores de segunda geracdo modificados e
associados a carreadores de medicamentos e outras moléculas (Mfouo-Tynga, et al.,
2021).

Os fotossensibilizadores de primeira geracdo, geralmente compostos por

derivados de porfirinas, comecaram a ser utilizados comercialmente na década de 1970.
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O Photofrin, um fotossensibilizador de primeira geragdo composto por um complexo de
oligbmeros de porfirina, foi aprovado para uso clinico em diversos paises da Europa,
América e Asia, além de estar sendo estudado para o tratamento de outras condicdes
malignas e ndo malignas. Entretanto, seu uso apresenta algumas limitagcdes, como a
fotossensibilidade prolongada da pele e a baixa absorcdo de luz vermelha (Davia, et al.,
2021; Mfouo-Tynga, et al., 2021).

A segunda geracdo de fotossensibilizadores foi criada para superar algumas
limitacbes da primeira geracdo, como a sensibilidade prolongada da pele, a baixa
seletividade pelos tecidos doentes e a fraca absorcdo na regido do espectro responsavel
pela fotoativacdo, especialmente fora da faixa ideal no vermelho. Para ser classificado
como fotossensibilizador de segunda geracdo, um composto precisa atender a critérios
especificos: apresentar baixa toxicidade na auséncia de luz, ndo induzir fotossensibilidade
prolongada, possuir propriedades fotofisicas adequadas, ter uma formulagdo simples,
apresentar farmacocinética favoravel, possibilitar uma analise completa de seus
componentes e mostrar alta afinidade e penetracdo no tecido alvo, com minima interacao

com tecidos saudaveis (Mfouo-Tynga, et al., 2021; Singh, et al., 2015).

2.9 FOTOSSENSIBILIZADORES CLORINICOS E AUTO- AGREGACAO

A clorina é considerada um fotossensibilizador de segunda geracdo promissor,
surgido nos anos 1990, concomitantemente ao avanco da era da resisténcia microbiana.
Pertencente a classe das substancias tetrapirrdlicas e derivada das porfirinas, a clorina se
distingue pela reducdo de um dos seus anéis pirrolicos, o que altera a simetria e a
conjugacdo da molécula (Ko; Yun; Kang, 2007).

Essa modificacdo resulta em uma forte absorcdo na regido do vermelho do
espectro  UV-Visivel, devido ao deslocamento de sua banda Q. As clorinas,
frequentemente obtidas a partir da saturacdo de uma dupla ligacdo no sistema
macrociclico das porfirinas, apresentam caracteristicas Unicas que, apesar das
semelhancas com as porfirinas, as tornam especialmente adequadas para aplicaces na
Terapia Fotodindmica (TFD), gracas as alteracdes estruturais causadas pela reducéo de

um anel pirrélico (Pérez-Laguna, et al., 2017; Ribeiro, et al., 2007).
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As clorinas e seus derivados sdo amplamente utilizados como
fotossensibilizadores (FS) devido a sua absorcdo na faixa do espectro visivel. Essas
moléculas destacam-se por apresentarem um estado de excitacdo tripleto com vida longa,
eficiente fototoxicidade e alta seletividade ao tecido doente (Pérez-Laguna, et al., 2017).
Alem disso, possuem baixa toxicidade, pois sdo facilmente eliminadas dos tecidos e
fluidos sanguineos. Outro ponto relevante é sua capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) de forma eficiente por meio da absor¢do de fotons. Esses compostos
porfirinicos  apresentam  padrfes intracelulares  variados, localizando-se
predominantemente em lisossomos e mitocondrias devido a sua estrutura lipofilica
(Davia, et al., 2021; Singh, et al., 2015).

No entanto, a maioria dos medicamentos fotossensiveis, incluindo as clorinas
utilizadas na terapia fotodinamica, possuem algumas limitacdes como a auto-agregacéo.
Devido a ampla nuvem eletrénica e planicidade dos cromdforos, ocorre uma forte
interagdo entre as nuvens 7. Esta interagdo (m — ) desabilita o estado excitado por niveis
vibracionais, 0 que induz a auto agregacdo. Os compostos ndo sdo fotoestaveis e em
solugdes simples, bem como em ambientes complexos, os fotossensibilizadores sofrem
degradacdo diminuindo sua absorbancia inicial e intensidade de fluorescéncia,

comprometendo sua eficacia (Ko, et al., 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 METODOLOGIAS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

« Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Os espectros de RMN foram
determinados em um equipamento BRUKER 500MHz e em um Varian
300MHz e inspecionados com a ajuda do software Mestre-C (verséo 5.0).

« Espectrofotometro (UV-Visivel): Os espectros de absorcdo foram obtidos
em um espectrofotdmetro Shimadzu (UV-240-PC) em cubetas de quartzo
com caminhos oOpticos de 0,4 e 1,0cm e as densidades Oticas do
microrganismo em estudo foram obtidas através de um espectrofotometro
Micronal (B 582) ericubeta de quartzo com caminho optico de 1,0cm.

e Equipamento de deteccdo de oxigénio singlete por emissdo no
Infravermelho Proximo: O oxigénio singlete foi caracterizado através do
seu decaimento no infravermelho proximo (a 1270nm) e o espectro de
emissao registrado de 1200 a 1320nm.

« Agitador orbital: as amostras depositadas nas placas de microtitulacdo de 96
pocos de fundo plano utilizadas para o estudo do fotossensibilizador foram
agitadas durante 05 minutos em agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil).

« Camara de fluxo laminar: foi utilizada durante a manipulacdo do
microrganismo.

» Microscopio de Fluorescéncia Confocal LSM 510 (Zeiss): foi utilizado
para captura das imagens de internalizacdo do fotossensibilizador.

« Sistema Diodo Laser: Como fonte de luz foi utilizado um equipamento diodo
laser da marca Laser Line, modelo PLD-1/50, com comprimento de onda de
660nm, operando a uma poténcia de 50mW, area de emissdo de 0,04cm? em
dose de 100J

A caracterizacdo estrutural foi determinada por RMN de 1H e 13C, 0s espectros

foram registrados em um espectrémetro tipo Bruker 500 a 513MHz e 125,77MHz. Os
espectros foram obtidos em CDCI (Aldrichi ou Acros) utilizando TMS como referéncia

interna. Os deslocamentos estdo determinados em partes por milhdo (ppm): &.
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Os espectros de massa foram obtidos com alta resolucéo (quatro casas decimais)
por injecdo direta em elétron spray, em um MicroTOF Ic Bruker Daltonics, Capillary:
4000V, Nebulizer.

Os espectros de absorc¢do foram obtidos em um espectrofotometro Shimadzu (UV-
240-PC) em cubetas de quartzo com caminhos 6ticos de 0,1 e 1,0cm.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro Spex

(Fluorolog 0,81m) em modo angulo reto, com as 4 fendas (2 de excitagéo e 2 de
emissdo) ajustadas com aberturas em 5mm. A excitacdo foi realizada em 500m, com
absorcdo ajustada para valores menores que 0,1.

O oxigénio singlete foi caracterizado através do seu decaimento no infravermelho
proximo (a 1270nm) e espectro de emissdo registrado de 1200 a 1320mm. A
quantificacdo foi realizada através dos transientes de emissdo em 1270mm, em um
equipamento composto por um laser Nd-YAG Continuum Surelite 11l pulsado em 532nm,
com tempo de duracdo de pulso de 5ns e energia < 5mJ/pulso; um monocromador ¢ uma
fotomultiplicadora (PMT) Hamamatsu modelo R5509 resfriada a -80°C; um sistema de
deteccdo composto por uma placa de aquisicdo rapida modelo Becker & Hickl GmbH

MAS - 300. O sistema foi montado pela Endinburg Analytical Instruments.

3.2 SINTESES

3.2.1 Sintese de 1-fenil-1H-pirrol-2,5-diona (fenilmaleimida)

A uma solucédo de 3mg (0,03mol) de anidrido maleico em 40,0mL de éter etilico,
em banho de gelo, adicionou-se 3mol de anilina dissolvida em éter etilico. O precipitado
formado, o &cido amianico, foi filtrado a vacuo e lavado com éter etilico. Uma solucéo
de 0,249 (0,0014mol) de acetato de sodio anidro e 30ml de anidrido acético foi preparada
e deixada em banho de 6leo (=70°C) seguido da adicdo do &cido amiénico obtido da
reacdo de adicdo da amina ao anidrido maléico. A reacdo foi acompanhada por TLC.
Apo6s 0 término, >12 horas, a maleimida resultante foi precipitada em agua e gelo, com
intensa agitacdo, em seguida foi filtrado a vacuo e lavado com agua. Apds a secagem o

produto foi purificado em coluna, usando silica gel (230-70 mesh) como suporte e
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diclorometano/acetato de etila como fase mdvel. Apds a cromatografia a maleimida foi

cristalizada e caracteriza por RMN 'H e 13C e massa de alta resolucao.

3.2.2 Sintese da MCHC-Chlorin

A Clorina foi sintetizada a partir de fenilmaleimida e Protoporfirina 1X dimetil
ester (Pp IX Ester), através da reacdo de Diels-Alder em um reator selado, usando tolueno
anidro como solvente, e atmosfera inerte. O sistema foi mantido em banho de 6leo por
um periodo de 12 horas a 120°C. A reacdo foi monitorada por TLC e UV-Vis em 666nm
(banda de clorina). Apds o término a reacao foi purificada em coluna cromatografica com
silica gel (Across 0,060-0,200mm 60A) usando CHCI3/AcOEt 25:1 como fase movel.
Por este processo foi isolado o produto, e recuperado o0 excesso de reagentes. O produto
da reacdo, dois isomeros (A e B), foram separados por TLC preparativa em placas de
20cm (0,2mm de diametro) de silica gel marca Across, 2-25um 60 A, usando
CHCI/ACOEL. 25:1 como fase mdvel. A caracterizacdo dos isbmeros em clorinas de anel
A e anel B, foi realizada de forma inequivoca por RMN 1D (‘H, 13C e DEPT 135). Todos
os produtos obtidos foram caracterizados por espectrometria de massa de alta resolucdo,

por injecdo direta em eletro spray.

3.2.3 Linhagem do fungo e meios de cultura

Para determinacdo da atividade antifingica dos fotossensibilizadores foi
empregada a cepa da espécie Trichophyton rubrum ATCC (American Type Culture
Collection) 28188.

Para o cultivo foram empregados 0s meios Agar Sabouraud-Dextrose (ASD) e

meio liquido Triptecaseina de Soja (TSB).
3.2.4 Cultivo do Trichophyton rubrum
A cepa de Trichophyton rubrum foi cultivada em meio ASD, incubado a 28°C por

sete dias, para o crescimento das col6nias. Deste cultivo foi retirado o micélio e cultivado

em placas em meio liquido TSB.
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3.2.5 Preparo de Trichophyton rubrum para ensaios in vitro

Ap6s o cultivo de T. rubrum em meio TSB por 72 horas o meio foi centrifugado
(4.000 rpm por 5 minutos) para lavagem das células fungicas. O sobrenadante foi
desprezado e o material celular precipitado foi ressuspendido em solucéo de NaCl (0,5%)
esterilizada e novamente centrifugado (4.000 rpm por 5 minutos). Este procedimento foi
repetido 5 vezes para garantir a assepsia da amostra. Apos a 5° lavagem, os conidios foram
ressuspendidos em tubo de ensaio estéril contendo 1 ml de solucdo salina e agitado em
vortex por 1 minuto. Esta suspensdo foi diluida em solucdo de NaCl estéril (0,5%) e

homogeneizada em vortex.

3.2.6 Microscopia de fluorescéncia

Para o estudo foram utilizadas culturas em meio TSB de T. rubrum obtidas ap06s
incubacdo de 6 horas, a 28°C com MCHC-Chlorin na concentracdo de 10uM. Apds a
incubacgdo, a amostra foi centrifugada (150 rpm) e em seguida foram retiradas aliquotas
da suspensdo, depositadas em laminas de vidro e cobertas com laminulas para observacao
em microscopio de fluorescéncia (ZEISS AXIOVERT 200), usando objetiva de 40X. As

imagens foram registradas em uma camera Canon Power Shot G10.
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4 RESULTADOS
A. Sintese de 1-fenil-1H-pirrol-2,5-diona (fenilmaleimida)

A fenilmaleimida foi sintetizada com rendimento global de 74%, e caracterizada
de forma inequivoca por ressonancia magnética nuclear de 1H e 13C. O esquema

reacional esté representado na figura 9.

Figura 9 - Sintese de 1-fenil-1H-pirrol-2,5-diona
0 o]

Eter etilico OH Anidrido acéti'cc?
+ HN-R - | HN-R ;\geotéto de Sédio | N-R
@] 0] o)
4 5a12

Fonte: Autora (2024)

Espectro RMN de H (CDCls;, 500 MHz), 8(ppm): 6.84. (s br, H-2, H-3 vinyl
group) 7.33-7.38(m, H-7, H-8 and H-9) 7.45-7.48 (m, H-6 e H-10). NMR *C (CDCls,
125.77 MHz)

d(ppm):126.03 (2C, C-6 e C-10); 127.93 (C-8); 129.11 (2C, C-7 e C-9); 131.17
(c-5); 134.16 (2C, C-2 e C-3) e 169.47 (2C, C-1 e C-4) HPLC-MS, m/z para C10H7NO>
calculada 174.0550 foi determinada em 174,0582. O pico base em 206,0827 é referente

a abertura do anel imida, e a adicdo de metanol durante o processo de analise.

B. Sintese de MCHC-Chlorin

Foi obtida através da ciclo adicdo (4 + 2) -reacdo de Diels—Alder - reacdo ja
conhecida para obtencao de clorinas. A fenilclorina (clorina de anel A) e (clorina de anel
B) foram obtidos pelo processo ilustrado na figura 10, purificados por cromatografia em
coluna usando gel de silica como suporte. Os isdmeros foram separados por TLC
preparativa. A técnica oferece uma separagdo perfeita das clorinas de Anel A e B. Em
ambas as técnicas, foi utilizado como fase madvel cloroférmio/acetato de etila nas

proporgoes 25:1, conforme figura 10.
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Figura 10 - Sintese da fenilclorina
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Fonte: Autora (2024).

A MCHC-Chlorin foi obtida pela primeira vez por Uchoa A.F. etal em 2011 (JOC
2011). Este processo oferece como inovacdo a obtencdo de compostos com estruturas
rigidas.

A fenilclorina A foi isolada na mancha inferior, com Rf de 0,38. A caracterizacdo
estrutural foi realizada de forma inequivoca por RMN 1D (*H, *C e DPET 135) e 2D
(COSY, NOESY, HMBC e HSQC) e massa de alta resolu¢do, HPLC-massa. Os espectros
de 'H e 13C séo apresentados na figura 11a e b, para a caracterizacio inequivoca também

foram determinados os espectros, gCosy, gnoesy, gHSQC, gHMBC, e DEPT 135.

Figura 11 a b- Espectros de RMN em CDCls para a fenilclorina A
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Fonte: Autora (2024)

a) 1H a 500.13 MHz em CDCls

b) 13C a 125.77 MHz

100

A fenilclorina B foi isolada na mancha superior e apresenta Rf de 0,54. A

caracterizacao estrutural foi realizada de forma analoga a fenilclorina A, por RMN 1D
(*H, 3C e DPET 135) e 2D (COSY, NOESY, HMBC e HSQC) e massa de alta resoluco,

HPLC-massa. Os espectros de *H e *C sio apresentados na figura 12a e b. Também foram

determinados os demais espectros gCosy, gnoesy, gHSQC, gHMBC, DEP T135.



41

Figura 12 a b - Espectros de RMN em CDCl3 para a fenilclorina B
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a) 1H a 500.13 MHz em CDCls;
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C. Caracterizacdo Fotofisica

Os espectros UV-Vis e de emissdo fluorescente foram obtidos para ambos os
compostos em cloroférmio e metanol. As curvas espectrais coincidem para os dois
compostos, tanto no espectro de absorcdo (UV-Vis) quanto no espectro de emissao
(fluorescéncia). O espectro de absorcdo estd apresentado no grafico 1, enquanto o

espectro de emissdo fluorescente é apresentado no grafico 2.

Gréafico 1 — Espectro por UV-Vis da MCHC-Chlorin obtido em metanol.
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Fonte: Autora (2024)
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Gréfico 2 - Espectro de emissao fluorescente da MCHC-Chlorin obtido em metanol
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Fonte: Autora (2024)

D. Emisséo de oxigénio singlete (*O2)

A emisséo de oxigénio singlete *O, foi determinada em solugdes de CH3CN/H20
na proporcao 9:1. Para a quantificacdo, utilizou-se como referéncia o oxigénio singlete
gerado pela fotoexcitacdo do azul de metileno, um fotossensibilizador eficaz, cujo
rendimento quantico de oxigénio singlete (®x) é bem estabelecido para esse solvente. Os
transientes de emissdo das amostras e do padréo foram registrados a partir da excitacao
do composto a 532 nm, utilizando as mesmas condicdes experimentais (laser, densidade
Optica, solvente e aberturas de fenda). A geracdo do oxigénio singlete foi confirmada por
meio da observacdo do seu espectro de emissdo caracteristico. O grafico 3 apresenta o

espectro de emissdo de O gerado pela clorina A.



44

Grafico 3 - Espectro de emissio de 1O, obtido por fotoexitacdo da Clorina A.
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Fonte: Autora (2024)

O tempo de vida da espécie (*O2) é outra forma de caracterizacdo, sendo
determinado por meio do ajuste exponencial da curva de decaimento (grafico 4). Esse
valor estd em conformidade com o tempo de vida esperado para 'Oz na mistura de
solventes CH3CN/H20O na proporc¢éo 9:1.
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Grafico 4 - Transiente de decaimento de O, obtido por fotoexitacdo da clorina A
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Fonte: Autora (2024)

Os resultados obtidos para a Clorina A (graficos 3 e 4) foram semelhantes aos da
Clorina B. Esses dados proporcionam uma caracterizacao clara da especie, formada por
transferéncia de energia do estado triplete das novas clorinas para o oxigénio molecular
dissolvido na solugdo, evidenciando o potencial desses compostos como
fotossensibilizadores.

Para ambas as clorinas (A e B), assim como para o padrdo, os transientes foram
obtidos em triplicata, e a média aritmética foi calculada para a determinacdo do

rendimento quantico (PA) de oxigénio singlete, conforme apresentado no gréfico 5.
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Gréfico 5 - Rendimento quantico de 'O, determinado para os compostos clorinicos
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Para a quantificagéo, utilizou-se como referéncia o valor inicial do transiente, T =
5 us (momento proximo a excitagdo do laser), registrado em uma escala de tempo
reduzida (0,05 us). Esses dados foram empregados na determinacdo do rendimento
quantico de geracdo de 102 a partir da fotoexitacdo dos compostos. Os rendimentos
quanticos de oxigénio singlete foram 0,66 + 0,032 para a Clorina A e 0,71 £ 0,024 para a
Clorina B. Vale ressaltar que esses valores estdo dentro da margem de erro, indicando
uma tendéncia levemente superior para o isomero B. Esses resultados sdo apresentados
no grafico 5.

Além disso, foi verificado que ambos 0s compostos apresentam rendimentos
quanticos superiores aos do padrdo azul de metileno. Estes dados contrastam com 0s
encontrados na literatura para a vectroporfirina e as clorinas anfifilicas, onde o
rendimento quantico da clorina de anel B é aproximadamente metade do valor obtido para
a clorina de anel A.

O valor de ®A ¢ considerado elevado, o que indica que a principal via de
desativacdo desses fotossensibilizadores ocorre por colisdo com oxigénio molecular. A
soma das vias de desativacdo é representada pela equacdo 1. Ao somar as duas principais
vias de desativacdo do estado excitado dessas moléculas (fluorescéncia e colisdo com
02), e subtrair esse total de 1 (conforme a equagao 2), observa-se que as demais possiveis

rotas de decaimento sdo de menor magnitude. A soma de ®f + ®A aproxima-se de 1.
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Equacdo 1

Equacdo 2

Esses fatores podem ser explicados pela alta rigidez dessas clorinas, o que, para

algumas moléculas, resulta em outros decaimentos de magnitude desprezivel.

E. Internalizacdo do composto na membrana celular do fungo

A incorporagdo da MCHC-Chlorin em T. rubrum foi observada por microscopia
de fluorescéncia, observada em vermelho (= 670 nm), referindo-se a emissdo de Clorina.
Esta, foi observada em hifas e conidios, sendo perfeitamente diferenciada da
fluorescéncia natural da espécie, que emite 450 nm quando irradiada no ultravioleta. A
Figura 4 mostra a fluorescéncia por emissao de fluoréforos enddégenos e MCHC-Chlorin

incorporados em hifas de T. rubrum. Como demonstra a Figura 12ae b

Figura 12 a b - a) Fluorescéncia do fungo excitado em 340nm e emissdo em 450nm; b)
Fluorescéncia através da incorporacao do fotossensibilizador MCHC-Chlorin, excitado a
400 nm, emissdo a 670 nm

Fonte: Autora (2024).
Imagens com uma objetiva de 100x.
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5 DISCUSSAO

Na ultima década, a Terapia Fotodindmica (TFD) evoluiu de um método
experimental para uma abordagem consolidada na pratica terapéutica dermatoldgica. No
caso das onicomicoses, verificou-se diversos beneficios comparado a terapia
antimicrobiana convencional, principalmente pelo fato de demonstrar ser improvavel o
desenvolvimento de resisténcia ao fungo, pois os produtos da fotoativacdo, como o
oxigénio singleto e outros tipos de radicais livres, atuam in situ e afetam uma ampla gama
de alvos, indo de encontro aos achados em outros estudos. Outro fato relevante € a
auséncia de efeitos colaterais e adversos relatados na TFD, diferentemente do que ocorre
com a terapéutica convencional, onde estes sdo uma das principais causas da baixa adesao
ao tratamento por parte dos pacientes (Alberdi; Gomez, 2019; Uchoa, et al., 2011).

Todavia, uma das areas de pesquisa essenciais para aprimorar e expandir o uso da
Terapia Fotodindmica (TFD) é o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores. A
eficadcia da TFD depende ndo apenas da geracdo de oxigénio singlete, mas também da
capacidade do fotossensibilizador de se integrar adequadamente ao tecido doente. Um
fotossensibilizador eficaz deve interagir bem com os sistemas biologicos, especialmente
com as membranas celulares. Portanto, criar substancias que facilitem essa interacéo €
crucial para o avango de fotossensibilizadores mais eficazes (Ko, et al., 2007; Ortiz;
Avram; Wanner, 2014).

E de grande importancia que o Fs atenda a um conjunto de propriedades gerais
para ser considerado uma droga comercialmente viavel e eficaz na sua acéo terapéutica,
na literatura encontramos as pricipais caracteristicas que um Fs deve possuir: 1) Absorcao
na janela fototerapéutica (600-800 nm); 2) caracteristicas fotofisicas favoraveis: alto
rendimento quantico de formacéo de tripletes de oxigénio singlete e pequena constante
de supressdo destes; 3) Baixa citotoxicidade no escuro; 4). Farmacocinética favoravel e
facil eliminacdo pelo organismo, evitando fotossensibilidade prolongada. 5) Formulacéo
definida, permitindo estabelecer a relacdo entre a estrutura e a atividade; 6) Solubilidade
em meio fisiologico, facilitando a aplicacdo da droga; 7) Facilidade de obtencdo em escala
industrial, com boa reprodutibilidade e custos reduzidos; 8) Permeabilidade em tecido e
seletividade; maior afinidade no tecido doente em relacdo ao tecido saudavel (Ko, et al.,
2007; Simplicio; Maionchi; Hioka, 2002).
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Atualmente, diversos compostos com potencial para terapia fotodindmica (TFD)
estdo sendo estudados. No entanto, alguns problemas foram identificados no uso dos
fotossensibilizadores de primeira geragdo, como 0s complexos de oligdmeros de
porfirina, incluindo a fotossensibilidade prolongada da pele e a baixa absorcéo de luz
vermelha, que limita a penetracdo nos tecidos.

Os fotossensibilizadores de segunda geracdo apresentam periodos de
fotossensibilizacdo mais curtos, comprimentos de onda de ativagdo mais longos e,
consequentemente, sdo ativados em camadas mais profundas dos tecidos. Além disso,
oferecem maiores rendimentos de oxigénio singlete e maior seletividade. As clorinas, em
particular, possuem bandas de absor¢do nas regides do vermelho e do infravermelho
proximo, o que possibilita uma melhor penetragdo da luz nos tecidos, tornando esses
fotossensibilizadores opgdes promissoras para a terapia fotodindmica. (Davia, et al.,
2021; Ko, et al., 2007; Ortiz; Avram; Wanner, 2014; Sternberg; Dolphin; Brickner,
1998).

Entretanto, a maioria dos medicamentos fotossensiveis, incluindo as clorinas, que
sdo usados na TFD possuem o fator limitante da auto-agregacdo. A agregacdo do
composto reduz significativamente sua capacidade de gerar oxigénio singlete devido as
fortes interagcBes entre macrociclicos aromaticos, ao extenso sistema m conjugado e a
planaridade dos croméforos. Essas interagdes intermoleculares do tipo Van der Waals
levam a autoagregacdo. Além disso, os fotossensibilizadores ndo sao fotoestaveis e, em
solucgdes simples ou ambientes complexos, sofrem degradacéo, resultando na diminuicéo
de sua absorbéancia inicial e da intensidade de fluorescéncia (Gupta; Dwarakanath; Jain,
2003; Rotomskis, et al., 1998).

Uma maneira de resolver esta problematica, € a sintese de uma nova classe de Fs
clorinicos que ndo sejam autoagregativos, ja que a interacdo com as membranas celulares
pode concentrar Fs e deslocar o equilibrio mondémetro/agregado por conta da forte
interacdo entre sistemas m dos macrociclos poliaromaticos, sobretudo, no ambiente
biolégico, onde existe maior dificuldade em controlar tais eventos. Assim, a estratégia
mais eficaz consiste em prevenir a agregacao diretamente no tecido-alvo, utilizando
moléculas cuja estrutura molecular impeca essa formacao.

A agregacdo desativa o estado excitado das moléculas, resultando na diminuicéo

da capacidade de gerar oxigénio singlete, estados tripletos e rendimentos quanticos de
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fluorescéncia, o que compromete a eficacia do processo de fotossensibilizagdo. Com esse
objetivo, varios autores tém sugerido o uso de grupos periféricos volumosos para reduzir
e otimizar a interacdo entre solvente e soluto. A reacéo de Diels-Alder, descrita aqui, entre
o ester dimetilico de protoporfirina IX e fenil maleimidas, tem sido empregada para
induzir uma adi¢do endo por estabilizacéo orbital secundéria. Essa abordagem resulta em
fotossensibilizadores com substituintes mais volumosos e um ndcleo menor, permitindo
a sintese de novas moléculas de clorinas com uma estrutura ndo planar e rigida do tipo
"L", que demonstram a capacidade de impedir completamente a agregacdo, mesmo em
altas concentracGes, além de garantir a afinidade e a internalizacdo na membrana celular
do fungo (Boyle; Dolphin, 1996; Ko, et al., 2007; Lopes; Veiga; Uchoa, 2022; Taniguchi;
Lindsey, 2017).

Esse fato foi confirmado pela alta solubilidade dos compostos em solventes de
diferentes polaridades. Ensaios bioldgicos preliminares indicam uma excelente
permeabilidade da MCHC-Chorina em T. rubrum. A fluorescéncia em 670 nm confirma
a incorporacdo e internalizacdo da MCHC-Chorina nesse fungo, viabilizando a terapia
com este novo fotossensibilizador. Embora processos semelhantes tenham sido
observados com outros fotossensibilizadores, este se destaca por sua fotofisica otimizada,
apresentando um rendimento quantico de oxigénio singlete (®A) de 0,71 ¢ um rendimento

quantico de fluorescéncia (®f) de 0,16.
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6 CONCLUSAO

A obtencdo da MCHC-Chlorin, nova classe de fotossensibilizadores clorinicos
isentos de auto-agregacdo, abre uma nova janela para o desenvolvimento da Terapia
Fotodinamica e fotodiagnostico. A auséncia de auto-agregacao, apresenta varios ganhos,
dentre eles: melhor solubilidade por maximizacdo da interacdo solvente/soluto, fotofisica
otimizada, com excelente ®A e ®f. e excelente permeabilidade nas hifas de Trichophyton

rubrum, o qual foi comprovado por microscopia de fluorescéncia.
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