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 ESTUDOS DE ACTIVIDADE FOTODINÂMICA DE CORRÓIS EM CÉLULAS TUMORAIS

De forma a contribuir para o desenvolvimento de novas moléculas de tipo corrol com 
potencial aplicação em Terapia Fotodinâmica (PDT), foram sintetizados novos conjugados 
corrol-ciclodextrina. Após a determinação de alguns parâmetros que envolvem a absorção 
de radiação, relevantes para a acção de um fotossensibilizador, foi avaliada a potencial 
actividade fotodinâmica dos novos conjugados e do corrol precursor sobre uma linha ce-
lular tumoral - HeLa. As alterações celulares provocadas pelos fotossensibilizadores foram 
estimadas por ensaios imunológicos.
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INTRODUÇÃO

A procura de novos princípios activos 
para as várias doenças que asso-
lam a população mundial é um móbil 
para a descoberta e síntese de novos 
compostos. Foi esta a principal razão 
para o aparecimento de um novo tipo 
de macrociclos tetrapirrólicos aromá-
ticos, os corróis. Este tipo de macro-
ciclo tem suscitado elevado interesse 
da comunidade científi ca pela sua 
química, que é tão própria, tão espe-
cial e tão criativa.

A história dos corróis começa no estu-
do desenvolvido na segunda década 
do século XX por George Whipple. 
Este investigador estudou a infl uência 
da dieta alimentar, na regeneração da 
hemoglobina, em cães com anemia, 
dando particular atenção a dietas ricas 
em fígado. G. Minot e W. Murphy es-
tenderam esta terapia a doentes com 
anemia perniciosa, obtendo excelen-
tes resultados. A “terapia do fígado”, 
aplicada ao tratamento da anemia 
perniciosa, valeu a G. Minot, G. Whi-
pple e W. Murphy o Prémio Nobel da 
Fisiologia e Medicina, em 1934 [1].

No fi nal dos anos 40, Folkers et al. [2] 
na procura do princípio activo desta 
nova metodologia, isolaram um pig-
mento vermelho cristalino do fígado, o 
qual designaram de vitamina B12. 

Em 1949, Pierce et al. [3] separaram 
duas formas cristalinas de vitamina 
B12, igualmente efi cazes no combate 
da anemia perniciosa: a cianocobala-
mina e a hidroxicobalamina. Estudos 
de difracção por Raios X desenvolvi-
dos por D. Crowfoot-Hodgkins [4], elu-
cidaram a estrutura da cianocobalami-
na contendo um novo tipo de macro-
ciclo (Figura 1), valendo-lhe o Prémio 
Nobel da Química em 1964 [5]. Estes 
estudos identifi caram pela primeira 
vez um novo tipo de macrociclo deno-
minado de corrina 1 (Figura 2).
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Figura 1 – Estrutura da cianocobalamina

Ao examinar possíveis métodos de 
síntese para a preparação de corri-
nas, Jonhson e Price [6] descobriram 
uma rota sintética para preparar vários 
derivados metálicos de um macrociclo 
conjugado, que por sugestão do editor 
da revista (J. Chem. Soc.), denomina-
ram de CORROL. Cinco anos mais 
tarde, Jonhson e Kay [7] corrigiram a 
estrutura proposta com onze ligações 
duplas e sugeriram o mesmo termo 
para designar a estrutura 2 (Figura 2), 
que contém dez ligações duplas. Os 
corróis são macrociclos tetrapirrólicos 
com uma ligação directa entre duas 
unidades afi ns do pirrol, semelhan-
te à estrutura da corrina e mantêm a 
aromaticidade, tal como as porfi rinas, 
com 18 electrões π.

Embora o macrociclo corrólico seja 
conhecido há mais de 40 anos, a in-
vestigação fundamental da sua quí-
mica, assim como as potencialidades 
das suas aplicações, permaneceu 
quase inexplorada até à descoberta 
de novas rotas sintéticas desenvolvi-
das para meso-triarilcorróis, em 1999. 
Uma pesquisa rápida na literatura 
revela que, de todos os artigos publi-
cados sobre corróis, desde a primeira 
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Figura 2 – Estruturas dos núcleos corrina 1 e corrol 2
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publicação em 1965, cerca de ¾ foram 
publicados nos últimos cinco anos.

Mas o que torna este macrociclo tão 
interessante? A par da capacidade que 
os corróis têm em estabilizar iões com 
elevados estados de oxidação (III, V, 
etc), participam em reacções de subs-
tituição [8, 9], cicloadição [10] e com-
plexação [11], permitindo a síntese de 
macrociclos com propriedades úteis 
em várias aplicações: desde o seu 
uso como catalisadores, sensores e 
células solares, à potencial aplicação 
em Medicina. O facto de possuírem 
propriedades fotofísicas atractivas e 
de já serem conhecidas algumas apli-
cações medicinais deste tipo de ma-
crociclo [12], possibilita o seu uso no 
tratamento e diagnóstico de doenças 
oncológicas.

Das várias modalidades para o trata-
mento paliativo e curativo de patolo-
gias oncológicas e não oncológicas, 
a terapia fotodinâmica (PDT) tem re-
velado um grande potencial no trata-
mento e detecção de algumas formas 
de cancro, lesões pré-cancerosas e 
também no tratamento oftalmológico 
da degeneração da mácula da retina.
A PDT baseia-se na combinação de 
três componentes não tóxicos per si: 
fotossensibilizador (FS), luz e oxigé-
nio molecular (Esquema 1). Numa 
primeira fase é administrado o agente 
fotossensibilizador (de uma forma tó-
pica ou sistémica), que após se acu-
mular de forma selectiva em células 
tumorais é promovido a um estado 
excitado, mediante a iluminação da 
lesão, com luz de comprimento de 
onda adequado (λ ≥ 600 nm). Inicia-se 
assim uma sequência de processos 
fotoquímicos e fotofísicos que origina 
espécies citotóxicas e altamente reac-
tivas, como os radicais e o oxigénio no 
estado singuleto (1O2), que provocam 
danos irreversíveis às células, condu-
zindo-as à morte. 

As maiores vantagens da PDT sobre 
outros tratamentos oncológicos con-
vencionais são: a baixa toxicidade 
sistémica; a habilidade de destruir tu-
mores selectivamente, apresentando 
um efeito cosmético muito acentuado 
e o poder ser aplicada em combina-
ção com outras modalidades terapêu-
ticas, como a quimioterapia, cirurgia e 
radioterapia.

Os fotossensibilizadores mais usados 
e estudados em PDT têm por base o 
núcleo porfi rínico. A “Photofrin”, uma 
formulação comercial constituída por 
dímeros e outros oligómeros porfi ríni-
cos ligados por ligações éter, éster e 
carbono-carbono, está aprovada para 
uso clínico em vários países, como os 
Estados Unidos da América, Canadá, 
Japão, Itália e Portugal. 

Na procura de um fotossensibilizador 
ideal, entre outras propriedades [13], 
a anfi fi lia é um requisito importante, 
porque permite uma melhor incorpo-
ração na membrana celular [14]. 

De um modo geral, os corróis e as 
porfi rinas apresentam um carácter 
lipofílico acentuado, exibindo baixa 
solubilidade em ambientes aquosos. 
É aceite que os macrociclos anfi fílicos 
se acumulam, preferencialmente, nos 
tecidos tumorais face aos tecidos nor-
mais com um aumento considerável 
do efeito fotodinâmico.

SÍNTESE E AVALIAÇÃO FOTODINÂMICA

O objectivo do trabalho descrito foi o 
de contribuir para o desenvolvimento 
de novas moléculas de tipo corrólico 
com potencial aplicação em PDT. Pro-
cedeu-se ao estudo da síntese, carac-
terização estrutural e avaliação bioló-
gica de novas moléculas resultantes 
do acoplamento do corrol PFC com 
β-ciclodextrinas, unidades estruturais 
com propriedades biológicas conheci-
das e relevantes, que conferem anfi fi -
licidade [15-17]. 

Os novos conjugados corrol-ciclodex-
trina βCD1 e βCD2 (Figura 3) foram 
sintetizados por meio de uma substi-
tuição aromática nucleófi la regiose-
lectiva.

Tal como já foi referido, a PDT tira 
partido da acção conjugada de oxigé-
nio, de um fotossensibilizador e de ra-
diação de determinado comprimento 
de onda. Torna-se assim importante 
conhecer alguns parâmetros que en-
volvem a absorção de radiação e que 
são relevantes na avaliação da acção 
de um fotossensibilizador.

Os valores dos rendimentos quânticos 
de fl uorescência e de oxigénio singu-
leto determinados estão dentro da 
gama dos valores normalmente usa-
dos em PDT. Verifi cou-se ainda, que 
o rendimento quântico de formação 
de oxigénio singuleto é superior ao da 
“Photofrin”. 

Em relação aos coefi cientes de parti-
ção, os compostos βCD1 e PFC apre-
sentaram um carácter hidrofóbico e a 
sua administração nas culturas celula-
res foi efectuada através da sua incor-
poração em vesículas de lipossomas 
de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). 
O composto βCD2 provou ser hidrófi lo 
e foi administrado nas culturas celula-
res em solução aquosa [18].

Após a avaliação das propriedades 
dos compostos foi avaliada a poten-
cial actividade fotodinâmica dos novos 
conjugados e do corrol precursor so-
bre uma linha celular tumoral - HeLa.

Os tratamentos fotodinâmicos con-
sistiram em incubar as células com o 
fotossensibilizador, a diferentes con-
centrações, e depois irradiá-las com 
doses de luz pré-defi nidas, com luz de 
comprimento de onda determinado. A 
estimativa da viabilidade celular, de-
pois dos tratamentos fotodinâmicos, 
foi determinada pelo teste de redução 
do MTT (4,5-dimetil-3-tiazolil-2,5-dife-
niltetrazolio) (Figura 4).

Esquema 1 – Esquema geral da Terapia Fotodinâmica (PDT)
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Figura 3 – Estruturas dos compostos sintetizados PFC, βCD1 e βCD2

A fi gura 4 ilustra a percentagem de 
sobrevivência das células HeLa obti-
da pelos ensaios de redução de MTT. 
Pode-se observar que, tendo em con-
ta o máximo de dose de luz utilizada 
(12 J/cm2), o PFC a uma concentração 
10-5M, foi a droga mais efi ciente apre-
sentando uma sobrevivência celular, 

de apenas 38%. O βCD1 e o βCD2, à 
mesma concentração, apresentaram 
uma sobrevivência celular de 73% e 
proliferação celular. 

Contudo, o composto βCD2 a 10-4M 
mostrou ter um efeito moderado na 
viabilidade celular.

Nestes estudos, após tratamento das 
células HeLa com os fotossensibiliza-
dores nas concentrações que apre-
sentaram maior percentagem de mor-
te celular, foram realizados ensaios 
imunológicos para avaliar as altera-
ções celulares provocadas pelos fo-
tossensibilizadores. Os ensaios foram 
efectuados sobre dois dos fi lamentos 
que constituem o citoesqueleto das 
células: os fi lamentos de actina e os 
de tubulina (microtúbulos). 

Para avaliar estes efeitos, após 24 ho-
ras dos tratamentos fotodinâmicos, as 
preparações celulares foram prepara-
das, de acordo com metodologias já 
descritas, para cada tipo de fi lamento 
[17]. 

As fi guras 5 e 6 apresentam as ima-
gens de microscopia de fl uorescência 
captadas após tratamento imunológi-
co.

De uma forma geral, após tratamento 
fotodinâmico com os diferentes com-
postos a rede dos microtúbulos perde 
a sua organização. Comparando com 
os microtúbulos das células controlo 
(Figura 5a), observa-se que o com-
posto PFC é o que provoca um maior 
efeito sobre as células (Figura 5d). 

No caso de βCD2, os efeitos fotodi-
nâmicos sobre a rede de microtúbu-
los também são evidentes, ocorrendo 
a formação de células com mais que 
um núcleo - células poliplóides (Figura 
5c). 

Nas células tratadas com βCD1 (Fi-
gura 5b), os fi lamentos de tubulina 
apresentam-se desorganizados e 
com perda de adesão entre células 
vizinhas.

De uma forma geral todos os fotossen-
sibilizadores afectam os fi lamentos de 
actina. Comparando os fi lamentos de 
actina, após os tratamentos com os 
três fotossensibilizadores, com os das 
células controlo, estes sofrem redu-
ção, perda de organização e das pro-
priedades de adesão ao substrato. No 
caso do PFC (Figura 6d), para além 
da perda das propriedades já referi-
das, observa-se ainda fl uorescência 
relativa a actina livre, o que indica, 
mais uma vez, um elevado número de 
mortes celulares. 

Figura 4 - Comparação dos três fotossensibilizadores
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Figura 5 – Ensaios imunológicos de α-tubulina em células HeLa: a) células controlo; b-d) após 24 h do 
tratamento fotodinâmico de: b) βCD1; c) βCD2; d) PFC

Figura 6 – Fotomodifi cações induzidas pelos compostos nos fi lamentos de actina, marcadas com 
faloidina: a) células controlo; b-d) após 24 h do tratamento fotodinâmico de b) βCD1; c) βCD2; 

d) PFC (fl uorescência da actina livre está evidenciada)

CONCLUSÕES

Os resultados dos ensaios imunológi-
cos efectuados permitem concluir que 
o PFC é o melhor fotossensibilizador, 
mas todos os compostos testados têm 
um efeito moderado a severo nos fi la-
mentos de tubulina e actina. 

Os resultados obtidos permitir-nos-ão 
desenvolver novos derivados corróli-
cos com melhor efeito fotodinâmico. 

Por esta e pelas diferentes áreas de 
aplicação torna-se claro que os cor-
róis são uma classe de moléculas 
emergente e muito importante e que o 
estudo da sua química fundamental, é 
essencial para o desenvolvimento de 
novas e indispensáveis moléculas.
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