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1.  INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (PDT) envolve a administracdo de uma molécula
fotossensitizadora no paciente e irradiagdo com luz no tecido alvo para ativagcéo do
fotossensitizador. A destruicdo do tecido alvo é feita deste modo com muita

seletividade.

Devido se tratar de uma técnica que utiliza de medicamentos e equipamentos de alto
custo, tem-se a necessidade da busca por novos fotossensitizadores de custo baixo

e acessivel. (Fernandes, 2010)

Estudos do uso de fenotiazinas em terapia fotodinAmica de cancer como

fotossensitizadoras tem se concentrado no azul de metileno e seus analogos.

O azul de metileno exibiu fototoxidade numa variedade de células tumorais in vitro
(Melish et al.,, 2002). Estudos em ratos demostraram acao efetiva do azul de

metileno em carcinoma sélido Ehrlich (Konig et al., 1987)

Gorman et al. (2006) sintetizaram derivados assimétricos da fenotiazina e mediram a
eficiéncia de geracao de oxigénio singlete e a potencial aplicacdo destes compostos
como fotossensitizadores para terapia fotodindmica. Estudos preliminares sugerem
gue o aumento na lipofilicidade é uma caracteristica importante para alta atividade

de destruicédo de tumor.

Devido a possibilidade de substituicdo de grupos R do azul de metileno para
aumento da lipofilicidade deste composto, este trabalho teve como objetivo a sintese
de andlogos do azul de metileno a partir da fenotiazina e posterior analise de sua

eficacia na terapia fotodinamica.



2. TERAPIA FOTODINAMICA

2.1 HISTORICO

Oscar Raab descreveu no ano de 1900 a acao de um corante, a acridina, quando
empregado no microrganismo Paramécio, observando a morte deste quando

submetido a presenca de luz solar (PELOI, 2007).

Os primeiros a utilizarem o termo terapia fotodinamica foram fisiologistas alemaes,
descrevendo os danos causados em tecidos vivos decorrente da combinacéo de trés
fatores: fotossensibilizador, oxigénio e luz (GONZALES, 2007).

Nos anos 50, Schwartz da inicio a primeira geracdo de farmacos para TFD,
compostos por derivados hematoporfirinicos. Por meio dos experimentos de Meyer-
Bertz, pode concluir-se que o principio ativo ndo era a hematoporfirina, mas varias
substancias oligoméricas constituintes destes farmacos empregados. Baseado nesta
constatacdo Schwartz enriqueceu o composto com oligbmeros e orientou Lipson, na
década de 60, a investigar a acdo destes com a incidéncia de luz em tumores

implantados em camundongos (PELOI, 2007,).

No fim da década de 60, Lipson obteve sucesso utilizando o composto de
oligbmeros e irradiacédo seletiva no tratamento de um cancer de mama dando inicio

a utilizac&o desta técnica como terapia clinica para o cancer (PELOI, 2007).

Além do tratamento do cancer e neoplasias, a TFD estd sendo empregada no
tratamento de doengas oriundas de crescimento anormal de tecidos como
degeneracdo macular da retina, psoriase, artrite reumatéide sistémica, restenosis,
micoses fungoides, infestacbes bacterianas, verrugas, arteriosclerose entre outras
(TADA, 2007).

A preparacdo de vérios derivados porfirinicos para testes em TFD culminou com o

7

desenvolvimento do medicamento Photofrin [I®, que é um melhoramento do



composto de oligbmeros presentes nos derivados hematoporfirinicos feito por

Dougherty.

Na década de 80 uma empresa de alta tecnologia conhecida como QLT,
aperfeicoou através de purificacdes a formulagdo do Photofrin 1I®, culminando com
melhores resultados e sendo nomeado este farmaco de Photofrin® que é o Unico
medicamento aprovado pelo FDA/EUA (Food and Drug Administration) para o
tratamento de cancer através da TFD no ano de 1998 (SIMPLICIO et al., 2002).

Buscando a melhoria das propriedades foto-fisicas em relacdo ao Photofrin®, foi
desenvolvida a chamada segunda geracdo de farmacos para a TFD, resultando na
producdo dos farmacos Levulan®Kerastick, aprovado pelo FDA em 1999, e o
Visudyne® que é utilizado no tratamento de degeneracdo macular, aprovado pelo
FDA em 2000 (SIMPLICIO et al., 2002).



2.2  MECANISMOS ENVOLVIDOS NA TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD consiste na utilizacdo de um fotossensitizador que, apds se agregar ao tecido
alvo por acumulagdo ou metabolizagdo, ao ser irradiado com luz de determinada

freqUéncia produz espécies reativas de oxigénio (EROS) (GONZALES, 2007).

Através do diagrama de Jablonski € possivel representar os processos foto-fisicos

gue um fotossensitizador pode sofrer ao absorver radiagéo.
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Figura 1. Diagrama de Jablonski (In: PELOI, 2007)

Apés ser irradiado com luz de comprimento adequado, o fotossensitizador em seu
estado fundamental (So) absorve energia, sendo induzido a ir para seu estado
singlete excitado (S;). Este estado singlete excitado possui tempo de vida bastante
curto, na ordem de nanosegundos, podendo dissipar essa energia excedente
através de processos radiativos (emissao de fluorescéncia [F]) ou nao radiativos
(conversao interna [Cl] ou cruzamento intersistema, CIS). O processo de maior

importancia para a TFD é o cruzamento intersistema, onde ocorre a inversdo do spin



do elétron, fazendo com que o fotossensitizador passe para o primeiro estado
triplete excitado (T,). Neste estado excitado o farmaco pode dissipar a energia
excedente por meio da conversao interna ou relaxamento vibracional, em que a
energia € liberada em forma de calor para o meio ao seu redor, e da emissédo de
fosforescéncia (P). O tempo de vida do estado excitado T; é da ordem de
microsegundos (us), sendo suficiente para que este interaja com substancias
reativas como 0 oxigénio molecular ou com tecidos do organismo que possuem
oxigénio em sua composicdo, ocorrendo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) através de processos fotoquimicos ou fotodindmicos. Esses
processos fotoquimicos podem ser do tipo | e Il, sendo necesséaria a presenca de
oxigénio (GONZALES, 2007).

O processo tipo | é caracterizado pela transferéncia de elétrons do composto
excitado T; para um substrato organico (A), formando como produto substrato
oxidado (A™®) e reducdo do farmaco (;T*°) que ao reagir com o oxigénio molecular
(0,) forma espécies reativas de oxigénio como o radical superéxido (O,”), radical
hidroxila (OH") e o peréxido de hidrogénio (H,O) que sdo compostos com grande
capacidade de gerar oxidacdo nos tecidos e células, causando danos de maneira
irreparavel (PELOI, 2007).

A TFD tipo | pode ser representada pelo seguinte esquema:

Ti + A - [T---A]* - [T---A"]
["T---A%] + 30, — So + A"+ O7

'O+ 0; - H0: + 0
‘0O +HO0 - 0, +0H + OH

Figura 2. Reacdo de formacao de radicais livres (In: PELOI, 2007)



O processo tipo Il ocorre com a transferéncia de excesso de energia do farmaco
excitado T, para o oxigénio molecular (*0,), ocorrendo a formagdo do oxigénio no
estado singlete excitado (*O,), sua reacdo citotoxica é devido a rapida e
indiscriminada que ocorre com os tecido do organismo ricos em elétrons como 0s
lipidios insaturados (Colesterol), aminoacidos (triptofano, histidina, metionina, etc.),
proteinas e acidos nucléicos, resultando em danos as células e tecidos do
organismo (GONZALES, 2007).

TFD Tipo II: Reagdes de formagdo de oxigénio singlete

T +30:5 S0 + 10

Figura 3. Formagao de oxigénio singlete (In: PELOI, 2007)

Os danos que ocorrem nos tecidos do organismo podem ocorrer tanto pelos
produtos formados na TFD tipo | quanto na TFD tipo Il, sendo a ultima a mais

expressiva e importante para esta técnica (GONZALES, 2007).

O dano foto-induzido pode ser de dois tipos, a necrose e a apoptose. A necrose se
caracteriza pelo rompimento da parede celular onde o conteddo desta é espalhado
na regido onde esta localizada causando danos as células vizinhas e causar
inflamacdo na area a seu redor. A apoptose é caracterizada pela diminuicdo do
volume celular onde ocorre a formacdo de corpos apoptoticos que impedem o
material intracelular vazar sendo esta mais favoravel a este tratamento (GABRIELLI,
2007)

A determinacdo de fatores como a concentracédo do fotossensitizador, tempo de pré-
incubacao da célula ao farmaco antes da exposicéo a luz, intensidade e espectro de
emissao do laser adequado e duracdo da exposi¢cao é muito importante para que o
tratamento seja efetivo (GONZALES, 2007).



3. ANALOGOS DA FENOTIAZINA

Os estudos relacionados ao uso de fenotiazinas se concentram na utilizagdo de azul
de metileno, azure C, tionina, azul de toluidina, entre outros, onde o primeiro exibe
fototoxicidade para varios tipos de neoplasias in vitro, como linfoma de Gardner,
Sarcoma 180, adenocarcinoma mamario, carcinoma de bexiga de rato, carcinoma
de bexiga humano, adenocarcinoma cervical humano, linfoma humano de células T
e de células B. (GABRIELLI, 2007).

A figura a seguir apresenta a estrutura dos analogos Fenotiazinicos onde os grupos

R podem ser substituidos.

N‘H
R
3\ L . ,R1
f,N S N &
R4 :

R1.R2.R;.Ry = CH; AM
R;R:R; =CH:R:=H AB
Ri.R2R3.Ry=H TIO

Figura 4: estrutura dos analogos da fenotiazina azul de metileno (AM), Azure B
(AB) e tionina (TIO) (In: GABRIELLI, 2007)



4. AZUL DE METILENO

O azul de metileno é um composto com potencial uso a TFD devido a elevada
producdo de oxigénio singlete resultante do grande rendimento quéntico de
cruzamento entre sistemas, a sua absor¢éo na faixa de 600 a 660 nm, comprimento
de onda requerido para penetracédo efetiva dos tecidos alvo, possuir citotoxicidade
baixa no escuro, facil acessibilidade a este composto, entre outros. (GABRIELLI,
2007; FERNANDES, 2010).

A figura 5 mostra a formula geral dos analogos do azul de metileno. Os grupos R
podem ser introduzidos variando-se as aminas substituidas que reagem com a

fenotiazina.

FIGURA 5: Formula estrutural dos analogos do azul de metileno

Os novos fotossensitizadores devem apresentar dentre varios requisitos uma boa
taxa de geracdo de oxigénio singlete, baixa toxicidade aos tecidos saudaveis,
absortividades em regides mais adequadas a cada tipo de tratamento. Devem ser
estaveis, ndo serem mutagénicos ou carcinogénicos, entre outros (FERNANDES,
2010).
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5.2 METODOS

5.2.1 Sintese do tetraiodeto de fenotiazina

O composto foi sintetizado conforme procedimento da literatura (New, 2009). A uma
solucao de iodo (8,4g, 33 mmol) em cloroférmio (175 mL), foi adicionada, gota a gota
e sob agitacdo, a uma solucéo de fenotiazina (2,19, 11 mmol) em cloroférmio (100
mL) durante um periodo de 1 h em temperatura ambiente. A mistura reacional foi
agitada por mais 30 minutos a uma temperatura de 7° C e o precipitado resultante
lavado com cloroformio, seco em temperatura ambiente por 3 horas obtendo o

tetraiodeto de fenotiazina.

O, e - CC

@u H,0

Figura 6: sintese do tetraiodeto de fenotiazina



5.2.2 Preparacdo de analogos do azul de metileno

Segundo Gorman et al. (2006) Uma solucdo da amina (Por exemplo,
hexadecilamina) (3,6 mmol) em 50 mL de metanol foi adicionada gota a gota a uma
solucdo de tetraiodeto de fenotiazin-5-ium em 300 mL de metanol durante um
periodo de 60 minutos e a mistura foi agitada por 14h. Em seguida, o volume da
mistura foi reduzido por evaporacédo e a solugéo deixada esfriar. O sdélido depositado
foi separado por filtracdo, lavado com éter etilico e seco. A 100 mL de uma solucao
de 0,34 mmol deste sal em diclorometano foi adicionado 0,40 mmol de trietilamina
em diclorometano e a segunda amina (se for o caso) em 50 mL de diclorometano,
adicionado gota a gota por 60 minutos. O sistema foi agitado por 14 horas em
temperatura ambiente. Em seguida, o precipitado foi separado por filtracdo e a sua

pureza confirmada por cromatografia de camada delgada.



5.2.3 Procedimento geral para adicdo da primeira amina

Segundo Strekowski et al. (1993), a uma solucdo do tetraiodeto de fenotiazina
(0,834 g) em metanol (20 mL), foi adicionada, gota a gota sob agitacdo a 23°C, a
uma solucdo da amina (2,5 mmol) em metanol (4 mL). A mistura foi agitada durante
um periodo de 2 a 3 horas até que todo o tetraiodeto fosse consumido (reacéo
monitorada por TLC e espectrofotometro). O precipitado formado foi filtrado e
extraido com metanol (5x 10 mL). O sdlido resultante € o produto monossubstituido.

5.2.4 Procedimento geral para adicdo da segunda amina

Segundo Strekowski et al. (1993), uma solucédo do produto monossubstituido (93 mg,
0,15 mmol) em metanol (10 mL), foi agitada a 23°C e tratada, gota a gota, com uma
solugcdo da amina (0,35 mmol) em metanol (2 mL). O progresso da reacao foi
monitorado por espectrofotbmetro. Apds 4 horas de agitacdo o precipitado
resultante foi filtrado, lavado com metanol frio e em seguida, éter. A cristalizag&o foi

feita a partir do metanol.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE DO TETRAIODETO FENOTIAZINA

A reacdo foi feita de acordo com a literatura sendo que teoricamente a massa
esperada de obtencdo para esta era de cerca 6,8 g representando 74% de
rendimento. Na prética foi obtida uma massa 6,5892g, rendimento de 72%, proximo

do esperado para esta reacao.

A seguinte figura apresenta o aspecto do produto formado nesta etapa.

Figura 7: tetraiodeto de fenotiazina obtido na reacéo



6.2 PREPARACAO DE ANALOGOS DO AZUL DE METILENO

Na sintese do o composto monossubstituido 3-di-n-butilfenotizin-5-ium, apés 14
horas de reacdo de adicdo da primeira amina nao ocorreu a precipitacdo esperada.
A solucédo entdo foi evaporada num roto-evaporador, resultando num precipitado

oleoso de cor azulada.

Foram tirados espectros na faixa de 300 a 750 nm do precipitado oleoso em
metanol, para saber o comprimento de onda de absor¢cdo maxima e comparar 0
resultado obtido com valores de substéancias conhecidas da literatura. O A maximo
de absorcao foi de 659 nm. Nao foi encontrado o A maximo esperado para o 3-di-n
butilfenotizin-5-ium. No entanto, Wainwright et al (2009) mostram que o 3-di-n-
etilfenotizin-5-ium e o 3-di-n-propilfenotizin-5-ium, compostos semelhantes ao 3-di-n
butilfenotizin-5-ium, tem A méaximo de 580 nm. O valor 659 nm obtido é muito
diferente do valor dos compostos semelhantes, indicando que ndo era o produto
monossubstituido. Supondo que ocorreu uma dissubstituicdo, Mellish et al (2002)
encontraram A maximo de absor¢do de 680 nm para o0 composto 3-7-
bis(dimetilamino)fenotiazin-5-ium. Muito mais préximo do valor obtido neste

experimento, sugerindo que ocorreu uma dissubstituicdo no anel fenotiazinico.

A imagem a seguir apresenta o aspecto do produto dissubstituido simetricamente.

Figura 8: Produto obtido simetricamente



6.3 ADICAO DA PRIMEIRA AMINA (DI-N-BUTILAMINA)

Como a metodologia anterior resultou numa dissubstituicdo, decidiu-se utilizar uma
segunda metodologia, onde apo6s a utilizacdo de um menor tempo de reacdo
controlada por cromatografia de camada delgada (TLC) foi tirado um espectro para
analisar o comprimento de onda de absorcdo maxima para comparar com
absorbancias conhecidas através da literatura de compostos semelhantes. Os
volumes e massas para a solucdo da amina a ser adicionada e da solugéo do
composto monossubstituido foram respectivamente de 0,43 mL da amina em 4 mL
de metanol e 0,8338 g de tetraiodeto de fenotiazina em 20 mL de metanol. A massa
obtida foi de 0,4467g do produto monossubstituido. A figura a seguir apresenta a
comparacao do A de absorgdo maxima do composto obtido com valores conhecidos

da literatura.

A de Absorcao Maxima

A de Absorgao Maxima

A de Absorgao Maxima

esperada esperada obtida
(Mono) (Di)
580 nm 660 nm of8nm

Figura 9: Comparacgao de A absor¢gdao maxima do composto obtido com valores

conhecido em literatura

Pode-se concluir pela comparacdo dos A maximo de absor¢cdo que o composto

obtido foi 0 monossubstituido.



6.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA ADICAO DA SEGUNDA AMINA

Para adicionar a segunda amina no composto 3-di-n-butilfenotizin-5-ium foram
adicionadas a dietanolamina, a N-metilanilina e a prolina, sendo que as massas e

volumes utilizados para estas sinteses estdo representadas no seguinte esquema:

Solugdo daamina Solugao do composto
¢ monossubstituido
. . 0,16 mLda amina 0,4467g do composto mono
Senmo 8.6 mL de metanol 48 mL de metanol
N-metilanilina 0,409 mL daamina 1g do composto mono
i 21.5 mL de metanol 107.5 mL de metanol
Prolina 04334 g da amina 1g do composto mono
21.5 mL de metanol 107.5 mL de metanol

Figura 10: massas e volumes utilizados

As massas para os compostos 3-di-N-butil-7-dietanolfenotiazin-5-ium, 3-di-N-butil-7-
metilanifenotiazin-5-ium e 3-di-N-butil-7-prolinafenotiazin-5-ium foram
respectivamente de 0,1091g, 0,8421g e 0,9336g sendo que sua lavagem,
recristalizacdo através do metanol e subsequente caracterizacdo de suas estruturas
por meio de analise em RMN 'H e RMN **C, serdo feitas posteriormente para

comprovar a formacao destes compostos.



7 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos pode-se observar que o tempo de reacdo da adicdo
da primeira amina deve ser controlado para que nao haja um ataque aos dois sitios
de ligacdo do composto fenotiazinico devido a simetria e semelhanca da reatividade
apresentada por este composto, e consequente formacdo de produto simétrico. As
sinteses sdo bem simples sendo que para se possa realmente ter uma confirmacao
da formacdo dos compostos esperados € necessério a utilizagdo de equipamentos
adequados (RMN *H, RMN 3C, etc) para caracterizacéo e anélise mais eficazes das
estruturas dos compostos obtidos, devido o fato de ter sido utilizado dados obtidos
pelo espectrofotometro somente como um indicativo da formagdo do produto

dissubstituido assimetricamente.
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