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Introducao

Verifica-se dificuldade generalizada em tratar onicomicoses. Os fungos sé&o dificeis de
erradicar, a queratina densa da estrutura da unha, assim como a pouca vascularizacao local,
dificulta a penetracao dos medicamentos por via topica ou sistémica. Os métodos de
tratamento convencionais, além de falhas terapéuticas, ocasionam efeitos colaterais
iIndesejaveis na maioria dos pacientes e o tempo prolongado de uso, reflete na baixa adesao
do tratamento e na resisténcia do fungo ao farmaco. Neste sentido, a Terapia Fotodinamica
(TFD), € uma alternativa promissora por sanar estas problematicas. No entanto, a técnica €&
dependente do potencial de fotossensibilizacdo. O arranjo das clorinas sintetizadas evita o
empilhamento 1 nas interacdes entre macro ciclos, indicando que é um fotossensibilizador
(Fs.) nao agregador com alto rendimento quantico de oxigénio singleto e fluorescéncia. Os
resultados preliminares demonstram que este tipo de estrategia pode fornecer lideranca para
uma nova geracao de fotossensibilizadores clorinicos nao agregativos (MCHC-Chlorin) para
TFD.

ODbjetivos

O objetivo do presente projeto é avaliar a eficiéncia da terapia fotodinamica em inativacao de
microrganismos causadores de onicomicose, otimizar e viabilizar a técnica com esta nova
classe de Fs., assim como padronizar protocolos clinicos, indicando a TFD como nova
modalidade terapéutica para o tratamento de onicomicose, além de sugerir novas ferramentas
para auxiliar no diagndstico da doenca.

Metodologia

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

A fenilmaleimida foi obtida por reacao de anilina com anidrido maleico, em éter etilico para a
formacao do acido amico correspondente. Em uma segunda etapa o acido amico foi aquecido
a 70°C por um periodo de 6 horas, para a obtencao da fenilmaleimida, a qual foi purificada por
cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e diclorometano com 1% de

metanol como fase moével.
2 - Sintese de MCHC-Chlorin

A MCHC-Clorina fol sintetizada por reacao de ciclo adicao entre fenilmaleimida com

protoporfirina IX em tolueno.
3 - Linhagem do fungo e meios de cultura.

Para determinacao da atividade antifungica dos fotossensibilizadores sera empregada a cepa

da espécie Trichophyton rubrum ATCC (American Type Culture Collection).

O cultivo sera realizado em meios Agar Sabouraud-Dextrose (ASD) e meio liquido
Triptecaseina de Soja (TSB). A cepa de Trichophyton rubrum sera cultivada em meio ASD,
iIncubado a 28°C por sete dias, para o crescimento das colonias. Deste cultivo sera retirado o

micélio e cultivado em placas em meio liquido TSB.

4 - Ensaios In vitro: ApOs a separacao e cultivo da cepa de Trichophyton rubrum serao

realizados ensaios in Vitro.

5 - Fonte de irradiacao: Sera construida uma placa de irradiacdo adequada para cada placa de

cultivo que emitam laser vermelho 666 nm na regiao desejada.

Resultados

A reacao levou a formacao de dois isomeros A e B, que sao formados nas mesmas proporcoes
1:1. Afigura 1 apresenta a rota sintética de forma esquematica
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Figura 1 -Sinteses de MCHC-Chlorin

Ambos isdbmeros foram caracterizados por espectroscopia (RMN) de 1H e 13C e espectrometria de
massa com alta resolucao. Observou-se fotofisica maximizada, com um rendimento quantico de
oxigénio singleto (PA) = 0,71, e um rendimento quantico de fluorescéncia (Pf) = 0,16, superiores
aos valores de referéncia, assim como o pico de absorcao em 666 nm, idealmente onde a acao €
necessaria no tecido bioldgico, conforme demonstram os graficos 1 e 2.
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Grafico 1: pico de absorcao e rendimento quantico de fluorescéncia Grafico 2: rendimento quantico de oxigénio
singleto

A incorporacao da MCHC-Chlorin em T. rubrum foi observada por microscopia de fluorescéncia.. A
Figura 2 mostra a fluorescéncia por emissao de fluoroforos endogenos e MCHC-Clorina
Incorporados em hifas de T. rubrum.

Figura 2: A-fluorescéncia através da incorporacao do fotossensibilizador MCHC-Clorina, excitado a 400 nm, emissao a
670 nm. B - fluorescéncia do fungo excitado em 340 nm e emissdo em 450 nm. Imagens com uma objetiva de 100x.

Conclusoes

A obtencdo da MCHC-Clorina, nova classe de Fs.clorinicos, abre uma nova janela para o
desenvolvimento da TFD e foto diagndstico. A auséncia de auto agregacao, apresenta varios
ganhos, tais como, melhor solubilidade por maximizacao da interacao solvente/soluto, fotofisica
maximizada, com excelente ®, e ®;. e excelente permeabilidade nas hifas de Trichophyton rubrum
0 qual fol comprovado por microscopia de fluorescéncia.
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