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RESUMO:

Aresisténcia microbiana tem sido uma grande preocupacéao para a saude publica, com
sérias implicagbes econdmicas, sociais e politicas. Devido ao alarmante crescimento
da resisténcia a antibidticos surgiu a necessidade de métodos alternativos de
tratamento. Além disso, os métodos de inativagao desses patdbgenos nem sempre sao
eficientes e ecologicamente inertes. Inumeros estudos in vitro ttm mostrado que a
inativagao fotodindmica de micro-organismos é bastante eficaz na destruicao de virus,
protozoarios, assim como bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos. O
conceito de inativagdo fotodindmica prega que a combinacdo de uma molécula
fotossensivel, luz e oxigénio molecular resultam na produgdo de espécies reativas
capazes de reagir com outras moléculas e inativa-las, resultando na destruicéo seletiva
de um alvo biologico. As principais classes de fotossensibilizadores utilizadas até o
momento incluem as porfirinas, ftalocianinas e as fenotiazinas. A inativacao
fotodinadmica tem sido proposta como um método de inativagdo de micro-organismos
patogénicos com bom custo-beneficio e ecologicamente correto, pois envolve trés
elementos ndo-toxicos (fotossensibilizador e luz em ambiente oxigenado), induzindo
destruicdo total dos microorganismos, 0 que constitui uma promissora tecnologia
biofotbnica. Varios avangos com a inativacdo fotodindmica de micro-organismos
ocorreram nas ultimas décadas. As pesquisas mais recentes mostram que em um
futuro bem proximo sera possivel desinfetar matérias como sangue, produtos
derivados de sangue, aguas residuais, superficies. Outros estudos mostram que esta &
uma técnica promissora para utilizacao clinica no tratamento de infec¢des superficiais
causadas por fungos, bactérias e virus.

Palavras-chave: Inativacao fotodindamica. Fotossensibilizador. Derivados porfirinicos.
Micro-organismos.

ABSTRACT:
Microbial resistance has been a major concern for public health, with serious
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implications for economy, society and politics. Due to the alarming increase in antibiotic
resistance the necessity for alternative methods of treatment has emerged. In addition,
methods of inactivation of pathogens are not always effective and environmentally inert.
In vitro studies have shown that the photodynamic inactivation of micro-organisms is
very effective in destroying viruses, protozoa, as well as gram-positive bacteria, gram-
negative bacteria and fungi. The concept of photodynamic inactivation shows that the
combination of a photosensitive molecule, light and molecular oxygen results in the
production of reactive species capable of reacting with other molecules, resulting in the
selective destruction of a biological target. The major classes of photosensitizers
include porphyrins, phthalocyanines and phenothiazines. Photodynamic inactivation
has been proposed as a method of inactivation of pathogenic micro-organisms with
cost-effective and environmentally friendly, since it involves three non-toxic elements
(photosensitizer, light and molecular oxygen), leading to complete destruction of
microorganisms, which is a promising biophotonic technology. Several advances in
photodynamic inactivation of micro-organisms occurred in recent decades. Recent
studies have shown that in the very near future will be possible to disinfect materials
such as blood, blood products, wastewater and surfaces. Studies have also shown that
this technique has potential for clinical use in the treatment of superficial infections
caused by fungi, bacteria and viruses.

Keywords: Photodynamic inactivation. Photosensitizer. Porphyrin derivatives. Micro-
organisms.

1.INTRODUGAO

Patogenos microscépicos estdo amplamente distribuidos na natureza (no ar,
nas casas, em diferentes superficies, plantas e alimentos) e sdo inumeras as fontes de
infeccdes existentes. Os improprios e prolongados tratamentos com antibiéticos tém
conduzido a uma maior resisténcia dos micro-organismos a estas substancias. Além
disso, os métodos de inativagdo desses patdgenos nem sempre sao eficientes e
ecologicamente inertes. A selecdao permanente de novas cepas de bactérias
antibidtico-resistentes &, atualmente, um importante problema na medicina humana e
veterinaria (LUKSIENE; PECIULYTE; LUGAUSKAS, 2004; CALIM; PARASCA, 2009).

Ja na metade do século XX, logo apés a introduc¢ao da penicilina no mercado,
os cientistas comecaram a notar o aparecimento de uma cepa de Staphylococcus
aureus penicilina-resistente, uma bactéria comum que participa da flora normal do
corpo humano. Cepas resistentes de gonococo, Shigella flexnery (uma das principais
causas de morte prematura em paises em desenvolvimento) e Salmonella sp seguiram
rapidamente esse caminho. Desde esse primeiro caso de Staphylococcus resistente, o
problema da resisténcia microbiana tem sido uma grande preocupacé&o para a saude
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publica, com sérias implicagbes econdmicas, sociais e politicas que afetam nossa
espécie em ambito global, cruzando todos os limites ambientais e étnicos (OMS, 2000).

Em um contexto rentavel e de tecnologias ecologicamente corretas, a pesquisa
moderna em Microbiologia e dominios afins (Biofisica, Quimica, Medicina, Fisica)
concentrou-se no desenvolvimento de novos métodos de terapia antimicrobiana, mais
eficientes e rapidos, ndo invasivos e néo tdxicos, que ndo conduzem a resisténcia
microbiana. Um desses métodos é a inativagao fotodindmica de micro-organismos
(LUKSIENE; PECIULYTE; LUGAUSKAS, 2004; CALIM; PARASCA, 2009). Esta
técnica representa uma 6tima alternativa para a destruigcdo de células microbianas, e
em vista disso as porfirinas e compostos relacionados se apresentam como
fotossensibilizadores com efeitos citotoxicos efetivos contra os micro-organismos em
geral (ERGAIEG et al., 2008).

O presente trabalho destina-se a fazer uma reviséo bibliografica dos principais
estudos sobre aplicagdo das porfirinas na inativacdo fotodindmica de micro-
organismos.

2. ASPECTOS GERAIS

As porfirinas sao uma classe de moléculas organicas, com estrutura geral de
macrociclo tetrapirrolico (formado por quatro anéis pirrélicos), ligados por ligacdes
metinicas (-CH-) (Figura 1). No centro da estrutura ha um espacgo apropriado para
acomodar um ion metalico (MILGRON, 1997).

Figura 1- Macrociclo tetrapirrélico comum das porfirinas.

A palavra porfirina € originaria da antiga Grécia, onde a palavra porphura era
usada para designar a cor purpura. Esta designacao faz sentido, uma vez que as
porfirinas sdo pigmentos fortemente corados e que apresentam a cor purpura.
Pequenas modificagdes no macrociclo tetrapirrélico basico sdo capazes de originar
moléculas com fungbes bioquimicas diversas, como as clorofilas e hemoglobinas
(MILGRON, 1997).

As primeiras porfirinas estudadas foram as de origem natural, que estao
envolvidas com reagbes de metabolismo bioquimico, como na fotossintese e
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respiragao celulares. Porfirinas sintéticas sdo largamente utilizadas, e com o progresso
do conhecimento, as varias areas de aplicagdes vém se ampliando e abrindo novas
linhas de pesquisas (MILGRON, 1997).

Das vastas areas onde as porfirinas e seus derivados séo aplicados destacam-
se: catalise quimica, catalise enzimatica, sensores quimicos, cristais liquidos,
fungicidas e inseticidas. S&o também utilizadas como transportadores artificiais de
oxigénio, no diagndstico de neoplasias, na esterilizagdo do sangue. Porém, a sua
aplicacao mais importante nos dias atuais esta na Medicina, na qual ja sao utilizados,
com sucesso, no tratamento de certos tumores por terapia fotodindmica. Porfirinas
estédo sendo estudadas para aplicagao no tratamento de aguas residuais (HAMBLIN et
al., 2002), inativagéo de fungos (CORMICK et al., 2009) e de virus (ASANAKA et al.,
1989; VZOROV et al., 2002; TOME et al., 2005).

Na fotoinativacao microbiana a escolha de um bom fotossensibilizador &
indispensavel para o sucesso da técnica. A molécula escolhida deve ser capaz de
absorver a luz visivel, excitando-se para o estado tripleto e transferir sua energia para o
oxigénio molecular ou outras moléculas. Quando o fotossensibilizador € exposto a luz
em presenca de oxigénio, a energia da luz &€ absorvida pelo composto e em seguida
repassada para o oxigénio molecular, com a formagéo do oxigénio singleto e radicais
livres, que s&o substancias citotdxicas para os micro-organismos (JORI; BROWN,
2004; COSTA et al., 2008). Durante o processo, o0 agente fotossensibilizador é
regenerado de modo que age como um catalisador, formando varias moléculas de
oxigénio singleto. Assim, enquanto houver luz e oxigénio molecular, o
fotossensibilizador é capaz de catalisar essa reacdao (JORI; BROWN, 2004). Em
resumo, o mecanismo de agao da terapia fotodinamica antimicrobiana € o resultado da
interacao de fotons da luz visivel, em apropriado comprimento de onda, com moléculas
fotossensiveis em concentragées intramoleculares adequadas. Os efeitos funcionais e
bioquimicos causados pelos fotossensibilizadores incluem inativagdo de enzimas e
outras proteinas, peroxidagao de lipideos, levando a lise de membranas celulares,
lisossomos e mitocondrias. As principais classes dessas moléculas utilizadas até o
momento incluem as porfirinas, ftalocianinas e as fenotiazinas (DONNELLY;
MCCARRON; TUNNEY, 2008).

3.FOTOINATIVAGAO VIRAL

Porfirinas podem ser aplicadas em situagbes em que a inativagéo viral for
necessaria, como por exemplo, para inativacao in vitro de virus ndo envelopados em
componentes sanguineos e outros meios aquosos. Desinfecgéo por fotoinativagéo por
porfirinas sintéticas, portanto, pode oferecer uma abordagem eficaz e relativamente
segura para remoc¢ao de virus nao envelopados de meios aquosos (CASTEEL et al.,
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2004).

A hematoporfirina (HP) € um pigmento produzido pela degradacgéo natural da
hemoglobina e ¢ livre de ferro. Na presenca de luz apresenta atividade citotéxica, e in
vitro verificou-se que ela € capaz de inibir a transcrigao reversa de alguns virus. A
inibicdo ocorre, segundo o autor, devido a interacao da molécula de HP com a
enzima que catalisa a transcri¢ao, a transcriptase reversa (PERLIN et al., 1987).

Perlin e colaboradores (1987) avaliaram a atividade da HP como inibidor da
replicacéo in vitro do virus Influenza A e Herpes simplex. Também avaliaram esse efeito
em outros virus, mas obtiveram resultados satisfatérios apenas com os primeiros. O
efeito da inibicdo da replicacéao viral foi observado quando a HP foi administrada logo
apoés ainoculagao do virus ou da infecgao.

Derivados de hematoporfirina (HPD), gerados a partir de uma porfirina
fisiologica, foram capazes de inativar virus envelopados como Herpes simplex, HIV,
citomegalovirus e virus daimunodeficiéncia simia (CASTEEL et al., 2004).

Algumas porfirinas anidnicas demonstraram ser capazes de inibir a replicagao
de virus HIV. Essa inativagado ocorreu em presenca de luz (NEURATH et al., 1992;
NEURATH; STRICK; DEBNATH, 1995). Com base nesse resultado, Dairou, Vever e
Brault (2004 ) avaliaram as interagbes de uma série de porfirinas aniénicas no escuro,
assim como na presenca de luz. Os resultados obtidos por eles mostram uma efetiva
fotoinativagéo do virus HIV-1 por essas porfirinas aniénicas. Além disso, as porfirinas e
compostos relacionados podem ser excitados pela luz vermelha, uma vantagem para
o tratamento de células do sangue, pois preserva as fungoes das células sanguineas.
Essa classe de fotossensibilizadores é desprovida de qualquer potencial mutagénico
(RAPP; KEMENY, 1977). Essas caracteristicas fazem das porfirinas e compostos
relacionados candidatos atraentes para o tratamento fotodindmico em abordagens
profilaticas de infecgbes virais.

As porfirinas catidnicas da Figura 2 foram utilizadas em estudos preliminares
de lzquierdo et al. (2007) com o virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Observou-se que
apesar da semelhanca estrutural entre os isémeros os compostos gerados a partir do
composto 1 foram mais eficazes na fotoinativagdo do virus comparando com aqueles
gerados a partirdo composto 2 nas mesmas condi¢des (IZQUIERDO et al., 2007).

Existem poucos estudos que avaliam a fotoinativacédo em cepas resistentes de
virus. Os derivados de benzoporfirina foram testados contra cepas de HIV-1 resistentes
ao AZT. Os resultados demonstraram que essa cepa pode ser inativada por derivados
benzoporfirinicos, assim como as cepas nao resistentes ao AZT (NORTH; COOMBS;
LEVY, 1994). Estudos de varios pesquisadores avaliaram o desenvolvimento de cepas
resistentes apds a exposig¢ao do virus a fotoinativagdo. Até entdo néo se relatou o
desenvolvimento de cepas resistentes devido a essa terapia (COSTAet al., 2011).
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2 X =2H, R=CH,

1Ni - X=Ni, R=CH, 2Ni - X=Ni, R=CH,
1Zn - X=Zn, R=CH, 2Zn - X=2Zn, R=CH,
1D - X=2H, R=CD, 2D - X=2H, R=CD,
1DNi - X=Ni, R=CD, 2DNi - X=Ni, R=CD,
1DZn - X=2n, R=CD, 2DZn - X=Zn, R=CD,

Figura 2- Esquema das B-vinilpiridilporfirinas catidbnicas metaladas geradas a partir
dos compostos 1 (A) e do composto 2 (B) (adaptado de Izquierdo et al.,
2007).

Costa et al. (2011) demonstraram que a porfirina tricatidnica TriPy-Me-PF
(Figura 3) apresentou atividade antiviral e foi eficaz na inativagéo de fagos tipo T4 apés
irradiacado com luz branca. Estes fagos inativados n&o recuperaram a sua viabilidade
apos 120 horas de incubagdo no escuro; também n&o desenvolveram resisténcia
mesmo apoés dez ciclos de repeticao de fotoinativacao (COSTAet al., 2011). Os autores
concluiram que a Tri-Py -Me-PF é uma potencial alternativa para substituicdo dos
tratamentos convencionais com antimicrobianos utilizados nas infecg¢des virais
(COSTAetal., 2011).

Tri-Py* -Me-PF

Figura 3- Estrutura da tri-iodeto de 5,10,15- tris (1- metilpiridinio-4il)-20-
(pentafluorofenil)porfirina (adaptado de COSTAet al., 2011).
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4. FOTOINATIVAGAO FUNGICA

Porfirinas neutras com carater anfifilico podem ser uma interessante alternativa
para a solugdo de problemas com a permeabilidade e se espera que sejam mais
permeaveis, visto que ambos os carateres hidrofilico e hidrofébico estdo presentes na
mesma estrutura, levando a um aumento da especificidade e eficacia do composto
(CARRE etal., 1999).

Derivados porfirinicos com uma ou duas moléculas de glicose como
substituintes possuem um coeficiente de particdo maior indicando que o carater
anfifilico apresenta um polo hidrofébico mais acentuado que o hidrofilico. Sendo assim,
essas moléculas se mostraram mais pro-ativas e sdo mais facilmente internalizadas
pelas células. Em contraste, moléculas com quatro glicose/maltose como substituintes
(tetraglucoseporfirina e tetramaltoseporfirina) exibem baixo coeficiente de parti¢éo, e
por isso apresentam fraca atividade antifungica por ndo serem facilmente
internalizados na célula (CARRE etal., 1999).

Os mesmos autores avaliaram a fotoatividade de uma série de porfirinas
sintéticas com acgucares ligados aos carbonos meso por ligagbes O-glicosidicas. Foi
avaliada a fotoatividade das porfirinas (Figura 4) utilizando células de Saccharomyces
cerevisiae como modelo.

R4 R4

I Gluc= Q” ONOH

R3 R2

Radicais Porfirina
R1=R2;=R3=R4= CHj3 tetratoluilporfirina

R1= O-(CH,);-OGIc R2=R3=R4= CH3 | monoglucosilporfirina
R1=R2= O-(CH.);-Oglc R3=R4= CHj3 | cis-diglucosilporfirina
R1=R3= O-(CH)3-OGIc Ry=R4= CHp3 | trans-diglucosilporfirina
R1=R2=R;= O-(CH;)3-OGlc R4= CHj3 | triglucosilporfirina
R1=R2=R3;=R;4= O-(CH3)3-OGlc tetraglucosilporfirina
R1=R2=R3;=R;4= O-(CH3)3-OMal tetramaltosilporfirina

FIGURA 4- Estruturas das porfirinas (adaptado de CARRE etal., 1999).
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De acordo com os resultado obtidos, triglucosilporfirina foi a molécula menos
pré-ativa desta série, embora a hidrofobicidade seja levemente menor que da
tetraglucoseporfirina e tetramaltoseporfirina. Também concluiram que das porfirinas
em questédo as mais ativas sdo monoglucosilporfirina e cis-diglucosilporfirina; ambas
possuem o maior carater anfifilico, indicando a relagao estrutura quimica da molécula
com a permeacédo celular. A atividade fotobiologica das glicoporfirinas depende da
localizagédo do agucar namolécula.

Ainda segundo CARRE et al. (1999), a atividade fotodinamica da
hematoporfirina em fungos sugere que a fotoinativagado ocorre pela producédo de
oxigénio singlete extracelular. Segundo esses pesquisadores, o dano produzido na
membrana plasmatica é o que ocasiona a inativagao da célula. Portanto, devido a
hematoporfirina ndo conseguir penetrar na célula, os autores concluiram que n&o ha
efetividade na fotoinativagdo. A hematoporfirina sé poderia entrar na célula apos a
destruicdo da membrana plasmatica, uma vez que ela ndo é permeavel a membrana
(CARRE etal., 1999).

Em trabalho publicado em 2004, Luksiene, Peciulyte e Lugauskas
selecionaram micromicetos de varias cepas que sao prejudiciais para a industria
alimentar e também avaliaram a efetividade da hematoporfirina como agente
fotossensibilizador. Esses micro-organismos se alimentam de substratos vegetais e
graos de milho, e ao ingerir esses alimentos contaminados induzem doengas no
hospedeiro. Neste trabalho foi empregada a hematoporfirina em solugao de dimetil éter
e posterior irradiagdo com lampada apropriada em tempo determinado. Como
resultados, a hematoporfirina foi efetiva e em alguns casos pode inibir a germinacéo de
esporos. Além disso, antifungicos de acao fotossensibilizadora, com agdo comprovada
in vitro apresentam grande potencial para inibir o desenvolvimento de fungos e podem
ser utilizados para esterilizar ou descontaminar varias superficies com adequado custo-
beneficio ambiental e humano. E importante notar que derivados de hematoporfirina
per se, em alguns casos, podem servir também como inibidores de germinacao de
esporos (LUKSIENE; PECIULYTE; LUGAUSKAS, 2004).

Lambrechts, Aalders e Marle (2005) testaram a efetividade da porfirina
catidnica cloreto de 5-fenil-10,15,20-Tris (N-metil-4-piridil) porfirina (TriP[4]) contra C.
albicans. Os resultados demonstraram que essa porfirina pode ser efetiva para a
inativacao de C. albicans, além de morte celular apds grande influxo de (TriP[4]) quando
associado a iluminagdo. Na auséncia de iluminagcdo foi observado que pouca
quantidade de (TriP[4]) penetrou na célula, ndo sendo suficiente para causar danos e
levar a morte celular.

No ano de 2009, Cormick e colaboradores compararam a atividade
fotoinativadora de porfirinas catibnicas com anidnicas, levando em consideragéo
parametros como concentracao da solugéo, densidade das células/colénias e tempo de
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exposicao a luz visivel. Neste trabalho, as porfirinas em questéo foram iodeto de 5-(4-
trifluorofenil)-10, 15,20-tris(4-trimetilaméniofenil) porfirina (TFAP®), tosilato de
5,10,15,20-tetra(4-N,N,N fenil-trimetilamdnio)porfirina (TMAP‘“) e 5,10,15,20-tetra(4-
sulfonato-fenil)porfirina (TPPS*) (Figura 5). A comparacgdo da agdo das porfirinas foi
realizada in vitro utilizando Candida albicans. O micro-organismo foi escolhido devido a
crescente resisténcia contra os tratamentos tradicionais. O estudo tinha como intuito
avaliar a efetividade de porfirinas catidnicas, para aumentar o leque de variedade de
moléculas fotoinativadoras contra fungos, possibilitando novas alternativas de
tratamentos.

TFAP® R, = -N*(CH,),l-, R,= -CF,

TMAP* R, =R,=-N'(CH,); = ~

TPPS* R,=R,=-SO,Na"

Figura 5- Estrutura das porfirinas TFAP*, TMAP*" e TPPS*(adaptado de CORMICK et
al., 2009).

O estudo concluiu que as porfirinas catibnicas em questao sao eficazes para a
inativagao de C. albicans tanto em suspensao quanto na superficie do agar. O aumento
do dano celular & diretamente proporcional ao aumento da concentracdo do
fotossensibilizante, pois testes mostraram que com o aumento da concentragao ocorre
um aumento da entrada de moléculas de porfirina nas células fungicas, causando mais
danos. Em contrapartida, com o aumento da densidade das células/colonias ocorre
uma diminui¢c&o na atividade da porfirina diminuindo o efeito citotéxico. Comparando a
velocidade de acgéo entre as porfirinas catidnicas, foi observado que a porfirina tri-
catibnica inativa C. albicans em menos tempo do que a porfirina tetra-cationica. Como
conclusdo, TFAP* e a TMAP" s&o interessantes fotossensibilizadores para o
tratamento e controle de C. albicans em suspensdes de células e infecgbes localizadas
(CORMICK et al., 2009).

O trabalho de Gomes et al. (2011) investigou a eficiéncia de duas familias de
porfirinas catidnicas (Figura 6), com quatro grupos piridinicos com cadeias de
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hidrocarbonetos de comprimentos diferentes, na fotoinativacao de conidios do fungo
filamentoso Penicillium chrysogenum. A escolha deste fungo como modelo, segundo
os autores, € devido a sua ampla distribuicdo na natureza e estar associado a um baixo
risco de manuseio em laboratério.

1a - 3
1b 'CsH11
1c 'C12H25

_ N
2a SQ

734(/ \NLCSH”
2b —

FIGURA 6- Representacao da estrutura de duas classes de porfirinas (adaptado de
GOMES et al., 2011).

No estudo, os autores utilizaram seis porfirinas, que foram as seguintes: tetra-
iodeto de 5,10,15,20-tetraquis (N-metilpiridinio-4-il) porfirina (1a); tetra-iodeto de
5,10,15,20-tetraquis(N-pentilpiridinio-4-il) porfirina (1b); tetrabrometo de 5,10,15,20-
tetraquis (N-dodecilpiridinioc-4-il) porfirina (1¢); 5,10,15,20-tetraquis [2,3,5,6-
tetrafluor-4-(4-piridilsulfanil)-fenil] porfirina (2); tetra-iodeto de 5,10,15,20-tetraquis
[2,3,5,6-tetrafluor 4-(N-metilpiridinio-4-ilsulfanil)fenil]porfirina(2a); tetra-iodeto de
5,10,15,20-tetraquis[2,3,5,6-tetrafluor-4-(N-pentilpiridinio-4-ilsulfanil)fenil] porfirina
(2b). Concluiram com o trabalho que as porfirinas tetra-catibnicas podem ser
promissores fotossensibilizadores para inativacao de conidios de fungos, embora seu
desempenho entre as moléculas seja bastante variavel devido as diferentes cadeias de
N-alquil. O tamanho da cadeia N-alquil mostrou ter bastante influéncia sobre a
eficiéncia da fotoinativagao, principalmente por afetar a ligagdo com a parede celular e
influenciar na solubilidade. O composto 1a se mostrou mais eficiente que 1b, e a
diferenca entre eles consiste no tamanho do radical N-alquil, sendo que 1a possui
apenas um atomo de carbono, enquanto 1b, cinco. Os compostos com cadeias ainda
mais longas se mostraram ainda menos eficientes provavelmente por uma agregacéao
do fotossensibilizador durante o ensaio. O composto 1a apresentou um desempenho
melhor que os outros, pois produziu mais moléculas de oxigénio singleto, fez uma
ligacdo mais eficiente com o conidio e apresentou baixa agregacao do
fotossensibilizador que possibilitou uma distribuicdo mais homogénea das porfirinas
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sobre os conidios (GOMES et al., 2011). Os derivados porfirinicos 1c, 2a e 2b nao
apresentaram resultados significativos.

5.FOTOINATIVAGAO BACTERIANA

As infecgbes bacterianas tém um papel marcante na hist6ria da humanidade.
Desde tempos remotos, diversos agentes bacterianos tém sido responsaveis por
diversas doencas endémicas ou epidémicas que tiveram efeitos devastadores sobre a
populacdo humana (TRABULSI, 2008).

A inativacdo de bactérias pode ser feita por varios métodos, ditos
convencionais, como os métodos fisicos de controle (calor, calor umido, pasteurizagéo,
calor seco, radiagdes e outros) e métodos quimicos que visam a conservagao da
matéria organica por meio de uso de agentes quimicos (alcodis, aldeidos, acidos e
outros). O tratamento convencional de moléstias causadas por bactérias utiliza
substancias quimicas, os antibacterianos, para inativa-las ou destrui-las. A agéo dos
antibacterianos pode levar a inibi¢ao do crescimento, a inativagcao ou a morte do agente
infeccioso (TRABULSI, 2008).

Novas abordagens para o tratamento de infec¢cdes bacterianas estdo sendo
desenvolvidas devido ao crescente numero de doencas infecciosas e a crescente
resisténcia bacteriana aos antibioticos. Neste sentido, a inativacdo fotodindmica
representa uma interessante alternativa para a inativagdo de micro-organismos
(CAMINOS; DURANTINI, 2006).

Em geral, bactérias gram-positivas s&o eficientemente inativadas por porfirinas
fotossensibilizantes; no entanto, bactérias gram-negativas séo relativamente
impermeaveis a porfirinas neutras ou aniénicas, devido a sua superficie com carga
negativa. Essa resisténcia é atribuida a presengca de membrana externa altamente
organizada, o que dificulta a passagem do fotossensibilizador (CAMINOS;
DURANTINI, 2006; ERGAIEG; SEUX, 2009). Porém, tem sido demonstrado que
muitos desses fotossensibilizadores séo eficazes se co-administrados com um agente
catiénico, como o Polymixin®. Este é capaz de romper a parede celular da bactéria o
suficiente para que o composto penetre e possa causar danos letais quando exposto a
luz (JORI; BROWN, 2004).

Estudos realizados com porfirinas meso-substituidas, como a T,MPyP (Figura
7), comprovaram que porfirinas carregadas positivamente se mostram eficazes tanto
para bactérias gram-positivas quanto para gram-negativas (MERCHAT et al, 1996).
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Figura 7- Estrutura da T4AMPyP (fonte: CAIUT; MANGRICH ; NAKAGAKI, 2012).

Para aumentar a efetividade da atividade fotoinativadora de uma porfirina,
segundo Merchat et al. (1996) a substituicdo na posigdo meso por si s6 nao é suficiente.
A orientacéo da carga € importante para aumentar a efetividade do fotossensibilizador.
No entanto, se a carga do radical substituinte for negativa esta molécula nao sera
efetiva contra bactérias gram-negativas. A atividade fotoinativadora das porfirinas
meso-substituidas foi avaliada: tetra-iodeto de tetra (4N-metilpiridil) porfina (T,MPyP),
tosilato de 5,10,15,20-tetra(4-N,N,N fenil-trimetilaménio)porfirina (T,-MAP) e
5,10,15,20-tetra(4-sulfonato-fenil)porfirina (TPPS,). Os resultados descritos no
trabalho mostram que as duas porfirinas catidbnicas meso-substituidas, T,MPyP e T,-
MAP, séo eficientes fotossensibilizadores para a inativagao de bactérias gram-positivas
e gram-negativas com irradiagéo de luz visivel (MERCHAT et al., 1996). Ja em 1996,
Merchat citava que uma alternativa para fotoinativacédo de bactérias gram-negativas
com porfirinas aniénicas seria o encapsulamento da porfirina em lipossomas.

Uma alternativa para a inativagcado de bactérias gram-negativas é o uso de
porfirinas catiénicas, onde nao se faz necessario a presenga de um agente adicional
para permear na célula. A carga positiva da molécula fotossensibilizante
aparentemente promove uma interagcdo eletrostatica com a carga negativa da
superficie da bactéria, aumentando a eficiéncia do processo de fotoinativagao
(CAMINOS; DURANTINE, 2006; COSTA, 2008).

O estudo de Costa (2008) relata que geralmente bactérias gram-positivas séo
eficazmente inativadas por grande variedade de porfirinas, ao passo que bactérias
gram-negativas usualmente sdo mais resistentes a agdo de fotossensibiliadores
neutros. No mesmo trabalho, Costa estudou o efeito de seis derivados catidnicos de
porfirinas em bacteriéfagos de E. coli. Os resultados demonstraram que com o aumento
do numero de carga positiva da molécula, a eficiéncia do processo de fotoinativagao
também aumenta.
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Em um estudo desenvolvido por Caminos e Durantini (2006) foi analisada a
acao de porfirinas tricatidbnicas para a fotoinativagéo de cepas de E. coli. As porfirinas
usadas neste estudo foram: iodeto de 5,10,15-tris[4-(3-N, N, N-trimetilamoniopropdxi)-
fenil]-20-(4-trifluorometilfenil)porfirina (A,B*") e a p-tosilato de 5,10,15,20-tetra(4-N,N,N
trimetilaméniofenil)porfirina (TTAP*), Figura 8. Eles concluiram que as porfirinas
catidnicas A,B>" e TTAP* s&o0 eficazes na inativagéo de E. coli, apresentando como fator
limitante a densidade das colbnias, que pode ser contornado aumentando a superficie
de contato das coldnias a serem inativadas. Neste estudo, os experimentos mostraram
que a penetracado do agente fotossensibilizador na colénia nao é significante, sendo
que apenas as bactérias da superficie sdo inativadas.

* B3R =-OCH CH CH N*CH )I-R =-<CF
> 1 2 2 2 3’3 2 3

TTAP 4+ R =R =-N *CH ) * -Tos -
1 2 33

Figura 8- Estrutura das porfirinas (adaptado de CAMINOS; DURANTINI, 2006).

Em estudo para avaliar a efetividade de porfirinas catiénicas contra bactérias
gram-negativas, Carvalho et. al. (2007) verificaram a eficacia dessas porfirinas para o
monitoramento de contaminacgao por coliformes fecais e outras bactérias em efluentes,
onde a maioria das bactérias presentes € do tipo gram-negativa. As porfirinas catiénicas
inativaram cerca de 90% das gram-negativas, enquanto as porfirinas neutras ndo foram
eficazes contra essas bactérias. No mesmo estudo foi verificado que porfirinas neutras
séo eficazes para a fotoinativagéo de bactérias gram-positivas.

Em contraste com os estudos mais comuns de fotossensibilizadores para a
inativacao de bactérias, onde geralmente sdo estudadas as porfirinas catidnicas, Burda
et al. (2012) identificaram e avaliaram a atividade antimicrobiana de porfirinas neutras
meso-substituidas e metaloporfirinas contra patogénos gram-positivos e gram-
negativos. Com o estudo, concluiram que as substituicdes nas duas posi¢cdes meso da
porfirina com radicais hidroxifenil ou porfirinas com zinco sdo ativas por dois
mecanismos, tanto o sob a luz ou no escuro. A atividade antibacteriana dessas
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porfirinas neutras meso- substituidas e metaloporfirinas foi avaliada frente a cepas
hospitalares de S. aureus multi-resistentes (BURDA et al., 2012).

6. UTILIZAGAO ATUAL DAFOTOINATIVAGAO EM MICRO-ORGANISMOS

Ainativacéao fotodinamica tem sido proposta como um método de inativagéo de
micro-organismos patogénicos com bom custo-beneficio e ecologicamente correto,
uma vez que envolve trés elementos nao-tdxicos (fotossensibilizador, luz e oxigénio
molecular), constituindo uma promissora tecnologia biofoténica (PERUSSI, 2007).

No tratamento de papiloma virus (HPV), a inativagéo fotodinamica tépica ou
sistémica tem se mostrado eficiente, ja que terapias convencionais ndo conseguem
prevenir recorréncias multiplas. Atécnica utilizando éter de diematoporfirina foi testada
em 48 pacientes e apresentou decréscimo significante na taxa de crescimento do
papiloma, a qual se manteve por trés anos em acompanhamento (SHIKOWITZ et al.,
1998).

De modo similar a muitas células de mamiferos, a maioria das bactérias utiliza o
caminho biossintético do grupamento heme para produzir porfirinas a partir do
precursor ALA. A acne inflamatoéria € causada pelo crescimento da Propionibacterium
acnes nas glandulas sebaceas e essas bactérias acumulam porfirinas que apresentam
fluorescéncia no vermelho; essa propriedade tem sido usada como base para o
tratamento fototerapico da acne. A fotoinativagdo com aplicagcao tépica de ALA e
aplicagcéo de luz vermelha foi testada em 22 pacientes com acne nas costas. Foi
observada a eliminagao da acne inflamatéria que persistiu por pelo menos 20 semanas
(HONGCHARU et al., 2000).

O primeiro estudo para examinar a eficacia de porfirinas na fotoinativacao de
patdbgenos humanos, tais como o virus da hepatite A (HAV) no plasma e outros liquidos,
foi realizado por Casteel et al. (2004). O efeito de porfirinas sintéticas sobre o HAV e o
bacteriéfago MS2 em plasma humano foi observado: ocorreu 99,9% de inativagédo em
ambos, HAV e MS2, mostrando que o método pode ser uma abordagem efetiva e
segura de remocgao de virus ndo envelopados em meios aquosos (CASTEEL et al,,
2004).

Marcantonio, Perussi e Perussi (2011) publicaram um estudo relatando que a
inativacao fotodinamica tem mostrado diminuicdo estatisticamente significante de
bactérias periodontopatogénicas e melhoras nos parametros clinicos da inflamag¢ao em
paciente com peridontite cronica e agressiva (SCHAWARTZ- FILHO et al., 2009). No
entanto, no estudo clinico de Theodoro et al. (2011), com acompanhamento de seis
meses pos aplicagao unica da técnica, foi possivel observar redugéo de algumas cepas
periodontopatogénicas, mas n&o foram observadas mudancas significativas nos
parametros clinicos.

Vis&do Académica, Curitiba, v.13, n.3, Jul. - Set./2012 - ISSN 1518-5192



82

7.CONCLUSAO

Existe uma variedade de aplicagdes da inativagdo fotodinamica de micro-
organismos, em especial no caso de infec¢des. Devido ao alarmante crescimento da
resisténcia a antibiéticos, a necessidade de métodos alternativos de tratamento torna-
se necessaria. Pesquisas mostram que esta técnica pode ser promissora para o
tratamento de infec¢des locais, no entanto mais estudos e testes clinicos séo
requeridos para que se possa adaptar esta técnica na pratica médica.

Em varios relatos, os resultados indicam que a inativagdo fotodindmica
utilizando derivados porfirinicos representa uma alternativa promissora e viavel para o
tratamento de infecgdes locais, desinfec¢ao de sangue e outros meios aquosos. Em
todas as vastas areas que se pode aplicar a inativacdo fotodindmica de micro-
organismos € necessario dar continuidade aos estudos a fim de que seus beneficios
sejam plenamente usufruidos.
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