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Resumo






A terapia fotodindmica apresenta-se como uma abordagem terapéutica emergente no
tratamento de cancro, podendo induzir morte celular através de um mecanismo que
envolva stresse oxidativo por ativacdo luminosa de moléculas fotossensibilizadoras.

Esta dissertacdo permitiu avaliar a acdo fotodinamica dos fotossensibilizadores
BBr,HPP, BBr,HPC, BBr,HPP-O(CH,),OH e BBr,HPPGluc-OAC em retinoblastoma
humano in vitro. Os estudos de captacdo ndo demonstraram diferencas de captacao entre 0s
diferentes fotossensibilizadores. Os estudos de proliferacdo celular demonstraram que 0s
quatro fotossensibilizadores tém efeitos semelhantes, apresentando valores de IC50 dentro
da mesma ordem de grandeza. Foi também verificado que o tratamento fotodindmico induz
um decréscimo do contetdo proteico na linha celular de retinoblastoma, compativel com
diminuicdo da viabilidade celular. A morte celular ocorre preferencialmente por apoptose,
corroborada pelo surgimento de um pico pré-G1, na analise do ciclo celular e paragem na
fase G2/M. Neste trabalho foi também possivel verificar que o tratamento fotodinamico
com os quatro fotossensibilizadores estudados ndo induz danos significativos no DNA.
Verificou-se que induz um aumento dos niveis intracelulares de perdxidos, sem alteracao
dos niveis do radical superdxido. Verificou-se existir uma tendéncia para que 0s quatro
compostos estudados neste trabalho promovam a disrupcdo do potencial de membrana
mitocondrial, apds ativacdo luminosa. O tratamento fotodinamico com o0s quatro
fotossensibilizadores referidos ndo leva a ativacdo das defesas antioxidantes,
nomeadamente da enzima superdxido dismutase e do glutatido reduzido.

Este trabalho revela o potencial do tratamento fotodindmico aplicado ao
retinoblastoma. Os compostos fotossensibilizadores estudados sédo de grande interesse e a

avaliacdo dos mesmos em modelos in vivo hetero e ortotdpicos constitui perspetiva futura.

Palavras-chave: terapia fotodinamica; retinoblastoma; apoptose; ROS; p53.

17






Abstract






Photodynamic therapy is presented as an emerging therapeutic modality for the
treatment of cancer by inducing cell death through a mechanism involving oxidative stress
after activation of photosensitizing molecules by light.

This work allowed us to evaluate the photodynamic action of photosensitizers
BBr,HPP, BBr,HPC, BBr,HPP-O(CH;),OH) and BBr2HPPGluc-OAC in human
retinoblastoma in vitro. The uptake studies showed no differences in uptake between
different photosensitizers. Cell proliferation studies demonstrated that all four
photosensitizers have a very similar effect in the retinoblastoma cells, showing 1C50 values
in the same order of magnitude. It was also found that the photodynamic treatment induces
a decrease in protein content in retinoblastoma cell line compatible with decreased cell
viability. Cell death occurs preferentially by apoptosis, supported by the appearance of a
pre-G1 peak and cell cycle arrest at G2/M phase. In this work it was also possible to verify
that photodynamic treatment with the four photosensitizers studied did not induce
significant damage to DNA. It was found that treatment with the four photosensitizers
induces an increase in intracellular levels of peroxides, exhibiting no ability to alter the
levels of superoxide radical. It has been found that there is a tendency for the four
compounds studied in this work to promote the disruption of the mitochondrial membrane
potential after light activation. The photodynamic treatment with four referred
photosensitizers does not lead to the activation of antioxidant defenses, including
superoxide dismutase and reduced glutathione.

This work presents great potential in photodynamic treatment of retinoblastoma based
on the presented porphyrin and chlorin compounds being of great interest to evaluate the

therapeutic potential of these in hetero and orthotopic models in vivo.

Keywords: photodynamic therapy; retinoblastoma; apoptosis; ROS; p53.
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Introducéo

1 - Retinoblastoma

O cancro é uma doenca que se caracteriza pelo crescimento desregulado de uma
populacédo celular, desrespeitando os limites do tecido onde se encontra, podendo ocorrer
em diversos tipos de tecidos (Laranjo 2010).

O retinoblastoma é a neoplasia ocular mais comum nas crian¢as (Mahajan et al. 2011).
Esta doenca surge maioritariamente antes dos cinco anos de idade, sendo que a forma
bilateral é normalmente diagnosticada mais precocemente (14-16 meses de vida), enquanto
a forma unilateral é diagnosticada entre os 29-30 meses de vida. Este tumor apresenta uma
incidéncia de 1 em cada 20000 nascimentos, ndo havendo diferencas significativas entre
racas, localizacdo geografica e desenvolvimento industrial (paises desenvolvidos vs. paises
em desenvolvimento) (DiCiommo et al. 2000).

A taxa de sobrevivéncia nos Estados Unidos da América (EUA) aproxima-se dos
100%, contudo, em outros paises, nomeadamente paises em vias de desenvolvimento, esta
taxa apresenta valores significativamente mais baixos, tais como os verificados em paises
da América Latina (80-89%), Irdo (83%), China (81%), india (48%) e em paises africanos
(20-46%), por exemplo (Houston et al. 2011). Na Tabela 1 encontram-se representados
dados relativos a outros paises pertencentes aos diferentes continentes.

O retinoblastoma pode ser classificado de acordo com trés critérios: familiar ou
esporadico, bilateral ou unilateral e hereditario ou ndo hereditario. O gene retinoblastoma
(RB1) esta localizado no braco longo do cromossoma 13 (13q14). Este gene demonstra ser
um supressor de genes tumorais e desempenha um papel no crescimento e
desenvolvimento celular. Para que haja desenvolvimento de tumor, é necessario que haja
perda, delecdo, inativacdo ou mutacéo dos dois alelos correspondentes a este gene (Shields

et al.2004).
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Tabela 1 - Distribuicdo geografica da idade de diagndstico, mortalidade e primeira

Unilateral Bilateral Leucocoria Estrabismo

Europa - 5-11%
Todos os paises

Asia

Malasia
Taiwan 27 16 36% 78% 13%
Africa

Mali
Nigéria 31 15 62%
Africa Oriental 36 24 56% 11%
Quénia 36 25 73% ---- ----

América do

Norte

México 31 30 11%
EUA 25 13 56% 24%
Canada 27 15 1% 80%

América
Central
Honduras 35-73% 54-83%

América do
Sul 5-22% 79% 11%
Brasil

Esta perda de fungdo do gene RB1 pode acontecer mediante uma mutacéo nas células
germinativas e posterior mutagcdo nas células somaticas da retina, dando assim origem ao
retinoblastoma hereditério. Por outro lado, as duas muta¢cdes podem ocorrer nas células
somaticas da retina em momentos distintos, dando origem a retinoblastoma esporadico.
Estas duas formas distintas de se formar um retinoblastoma inserem-se na hipotese “Two
hit”, apresentada por Knudson e colaboradores (Chintagumpala et al. 2007). Anos mais
tarde, foi demonstrado que a perda de funcdo do gene RB1 iniciava o retinoma e causava
instabilidade genémica, contudo, este evento seria insuficiente para causar retinoblastoma,
pelo que esta instabilidade gendémica poderia levar a alteragdes noutros genes. David
Comings estabeleceu a hipdtese de que o gene causador de retinoblastoma seria especifico

da retina, contudo, a perda de funcdo do gene RB1 em varios cancros humanos pode
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promover a progressdo tumoral, provavelmente devido a perda do controlo do ciclo celular
e da instabilidade gendmica (Dimaras et al. 2012).

Como o retinoblastoma é caracteristico de criancas muito jovens, 0s seus portadores
ndo tém a capacidade de descrever os seus sintomas, pelo que a identificagdo de um
problema na retina surge apenas com o0 aparecimento de sinais como a leucocoria ou 0
estrabismo. A leucocoria, como se pode ver no exemplo da figura 1, é caracterizada pelo

aparecimento de um tumor de coloragéo branca, o qual produz um reflexo da luz na pupila.

Figura 1 — Fotografia de um olho com uma lesdo caracteristica de
leucocoria devido a retinoblastoma. Retirado de Mahajan et al. 2011.

A identificacdo de leucocoria pode ser dificil, particularmente por ser mais facil de
observar em ambientes com pouca luz. De facto, um estudo realizado no Reino Unido
demonstrou que 1 em cada 4 criangas esperaram mais de 4 meses para referenciagdo a um
oftalmologista, o que pode diminuir as hipdteses de sobrevivéncia (Dimaras et al. 2012).

O estrabismo também pode ser sinal deste tipo de tumor e resulta da perda de visdo
central em um ou ambos os olhos, provocando o desalinhamento ocular, como se pode ver

no exemplo da figura 2. Outros sinais tais como heterocromia, hifema, glaucoma,
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inflamagdo e celulite orbital sdo menos comuns como sintomas de retinoblastoma

(Mahajan et al. 2011; Chintagumpala et al. 2007; Mehta et al. 2012).

Figura 2 - Fotografia dos olhos de uma crianga com
estrabismo e leucocoria bilateral devido a retinoblastoma.
Retirado de Ungaro et al. 2002.

O retinoblastoma apresenta trés padrdes de crescimento carateristicos: endofitico
(crescimento intravitreal); exofitico (subretinal, invadindo a coroide) e difuso (de dificil
diagnostico, ja que é semelhante a uma inflamacdo ou hemorragia). A via mais comum de
invasdo celular verificada no retinoblastoma é através da retina, atingindo o nervo 6tico. A
partir dai o tumor continua a sua invasao, afetando o quiasma 6tico, ou chegando mesmo a
pia matter até ao espaco subaracnoideu. Pode também existir extensdo do tumor a zonas
extraoculares, o que pode levar a sua disseminacdo até aos vasos linfaticos e,
consequentemente, a formacao de metastases a distancia, diminuindo assim as hipoteses de
sobrevivéncia (Mahajan et al. 2011). Na figura 3, podemos observar a estrutura interna do

olho.
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Figura 3 — Representagdo esquematica da estrutura interna
do olho humano (adaptado de http://virtualmedicalcentre.com)

Na década de 60, foi criado um sistema de classificacdo do retinoblastoma, por Reese
e Ellsworth (Classificagdo Reese-Ellsowrth, 1963), baseado no estadio do tumor
intraocular e na previsdo de preservacdo do globo ocular, apos tratamento com radiacdo
externa (EBR, do inglés external beam radiation). Nesta classificacdo, os olhos afetados
com retinoblastoma sdo classificados de acordo com a localizacdo e tamanho do tumor,
sendo agrupados em cinco grupos (I ao V) e 10 subgrupos (a e b para cada um dos
respetivos grupos. No grupo | estdo classificados os olhos com menor risco de serem
sujeitos a enucleagdo, enquanto que no grupo V se encontram os olhos em maior risco de
serem removidos cirurgicamente (Kiss et al. 2008). Contudo, este tipo de abordagem
terapéutica foi caindo em desuso, pelo que houve necessidade de desenvolver um novo
sistema de classificagdo mais adequado a nova realidade de tratamentos. Em 2003, foi

finalizado um novo sistema de classificacdo, o Sistema Internacional de Classificagdo de
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Retinoblastoma (ICRB, do inglés International Classification of Retinoblastoma). Este
sistema de classificacéo, representado na Tabela 2, baseia-se sobretudo na disseminacéo do
tumor para o humor vitreo e espaco subretinal, tendo também em consideragdo a dimensao

do tumor e a sua localizacdo (Kiss et al. 2008).

Tabela 2 — Sistema Internacional de Classifica(;éo de Retinoblastoma (ICRB).

Subgrupo Caracteristicas especificas
geral

Tumor pequeno

Retinoblastoma com menos de 3mm

Tumor maior Retinoblastoma com mais de 3mm
Macula Retinoblastoma localizado na méacula
B B
Justapapilar Retinoblastoma localizado na justapapilar
Fluido subretinal
, . Retinoblastoma com:
C1 Metastases focais ; L
- Metastases subretinais
C C2 (proximas do . .
Metastases vitreas
C3 tumor)

Metastases vitreas

Retinoblastoma com:

Metéastases subretinais

Metastases vitreas

Metastases vitreas e subretinais
Retinoblastoma extenso (mais de 50% do
globo ocular) ou glaucoma neovascular.
Aspeto opaco devido a hemorragias na
camara anterior, corpo vitreo ou espaco
subretinal.

Invasdo do nervo 6tico pds-laminar, coroide,
esclera, Orbita e cAmara anterior.

D1 Metastases
difusas (afastadas
D3 do tumor)

Retinoblastoma
extenso

Para um diagndstico adequado, os médicos podem recorrer a varios métodos como o
exame ocular, estudos de imagem e pesquisa de metastases. O exame ocular deve ser
realizado com um microscopio cirargico ou binocular sob anestesia geral, e deve incluir a
avaliacdo de cOrnea, camara anterior e da iris. Esta observacdo pode levar a identificacao
do tipo de crescimento do tumor: retinoblastoma endofitico, que cresce para o vitreo e esta

associado com metéstases vitreas e sub-retinianas; retinoblastoma exofitico, que cresce
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para fora, e produz descolamento da retina secundario. Outros fatores que devem ser
caracterizados sdo o numero e tamanho do tumor, a lateralidade e a distancia a partir do
disco oOtico e da macula, bem como a presenca de fluido subretinal e metéstases tanto
subretinais como vitreas (Mehta et al. 2012).

O diagndstico de retinoblastoma atraves de estudos de imagem é conseguido por
ultrassonografia (US), tomografia computadorizada (TC) e imagem de ressonancia
magnética (MRI, do inglés magnetic ressonance imaging) (Mehta et al. 2012; Ray et al.
2012). A US é um método barato, facilmente disponivel e ndo-invasivo. Nesta técnica,
podemos observar o retinoblastoma como uma massa intraocular mais ecogénica que o
vitreo com calcificagdes que sdo areas mais refletivas. A monitorizacdo da dimensdo do
tumor durante quimiorreducdo poderia ser feita com este tipo de método de imagem,
porém ele é pouco sensivel a pequenas calcificacdes e é ineficaz para a identificacdo de
disseminacdo extraocular (Mehta et al. 2012). Recorrendo a CT, pode-se identificar uma
massa intraocular com uma densidade mais elevada do que a do corpo vitreo, a qual se
encontra com calcificagdes em 90% dos casos. Estas estruturas séo melhor evidenciadas
apos a injecdo de um agente de contraste iodado. A presenca destas calcificacbes é
caracteristica de retinoblastoma em criancas com menos de trés anos de idade. O CT é
considerado o método melhor para o diagnostico de retinoblastoma, uma vez que pode ser
aplicado sem anestesia geral, e estd associado a uma exposi¢cdo a telerradioterapia com
dosimetria aceitavel (Mehta et al. 2012; Kaufman et al 1998). Os exames de MRI,
especialmente quando associados a inje¢cdo de gadolinio e supressdo do tecido adiposo,
permitem avaliar a invasdo extraocular ou invasao do nervo 0tico, a presenca de metastases
subaracnoides e o envolvimento intracraniano. Este método é também utilizado para o
diagnostico de retinoblastoma trilateral, que consiste em retinoblastoma bilateral e

pinealoblastoma (Mehta et al. 2012).

39



Terapia Fotodindmica: Uma Abordagem no Retinoblastoma

A procura especifica por metéstases € apenas realizada quando h& evidéncias
significativas de extensdo extraocular apontando para possivel metastizacdo. Neste grupo
de métodos podem incluir-se a anélise do fluido cefalorraquideo, a bidpsia da medula éssea
e 0 MRI 6sseo (Mehta et al 2012; Ray et al 2012).

Atualmente, o retinoblastoma, tal como outras neoplasias, é alvo de diversas
abordagens terapéuticas, dependendo do estadio da doenca e da reacdo do doente aos
tratamentos. As principais terapéuticas utilizadas no retinoblastoma sdo a enucleacdo, a
telerradioterapia, a braquiterapia, a termoablacdo, a quimioterapia, a termoquimioterapia e
a crioablagéo.

A enucleagdo consiste na remogéo do olho afetado. E o tratamento de escolha no caso
de criancas portadoras de retinoblastoma unilateral em estado avancado ou no caso do olho
que ndo respondeu a outros tratamentos em casos bilaterais (Chintagumpala et al. 2007;
Mehta et al. 2012). O olho removido € substituido por implante orbital de silicone, de
plastico ou de hidroxiapatite, pela técnica mioconjuntival, em que o cirurgido coloca o
implante na drbita posterior e anexa musculos do reto ao fornix da conjuntiva, o que resulta
no movimento normal do implante. A enucleacdo em tempo oportuno reduz o risco de
metastases, a morbilidade, os efeitos secundarios da quimioterapia e do tratamento com
laser focal, e os exames frequentes sob anestesia (Dimaras et al. 2012).

A telerradioterapia ou irradiacdo externa € um meio bastante eficaz para o tratamento
do retinoblastoma e foi o primeiro tratamento conservador de retinoblastoma (Gombos et
al. 2007). E um tratamento aconselhavel para criancas que padecem da forma bilateral da
doenca, quando os tratamentos baseados em quimioterapia falharam, havendo reincidéncia
da doenca. As doses totais normalmente usadas variam entre 42 e 46Gy. O controlo da
doenca através desta abordagem terapéutica permite a conservacdo do olho numa

percentagem de 58-88% (Chintagumpala et al. 2007). Contudo, os doentes com a forma
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hereditaria da doenca que receberam este tratamento apresentaram um maior risco de
desenvolverem neoplasias secundarias, tendo sido registada uma incidéncia de 35% de
neoplasias secundarias, das quais se destacam 0s osteosarcomas. Este risco € ainda maior
para criangas com menos de um ano de idade (Khetan et al. 2011; Chintagumpala et al.
2007). Esta terapia pode causar também efeitos indesejaveis, tais como hipoplasia orbital,
olho seco e cataratas (Gombos et al. 2007).

A braquiterapia consiste na colocagdo de um implante radioativo, tal como o
representado na figura 4, na esclera adjacente a base do tumor. Os agentes radioativos mais
utilizados nesta abordagem terapéutica sdo o iodo-125 (*°1), o ouro-198 (**Au) e, mais
recentemente, o ruténio-106 (‘*°Ru). Esta terapia tem como objetivo depositar energia
numa dose total de 40 a 45 Gy no tumor durante um periodo que pode ir dos dois aos
quatro dias. Esta abordagem €é aconselhada para doentes em que o tratamento inicial
falhou, incluindo um primeiro tratamento com EBR (do inglés external beam radiotherapy
ou telerradioterapia), quimioterapia ineficaz e recorréncia do tumor quando a
quimioterapia ndo € aconselhada (Mehta et al. 2012). No entanto, ndo é aconselhado em

casos de tumores de grandes dimens@es ou em tumores que atinjam a macula.

‘-;4‘:.2-:"‘” 3 ) ‘ v _ b . ‘ “ _.‘
Figura 4 — Exemplo de uma placa radioativa com iodo-125 (Adaptado de
Balmer et al. 2006).
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Para além disso, os efeitos colaterais deste tratamento revelam ser menos comuns do
que os que surgem com a telerradioterapia, destacando-se o aparecimento de neuropatia
Gtica, retinopatia e formacdo de cataratas (Chintagumpala et al. 2007; Ray et al. 2012).
Esta terapéutica permite delimitar a extensdo da radiacdo a orbita e a area periorbital,
prevenindo problemas associados a telerradioterapia, nomeadamente aumento da
incidéncia de neoplasias secundérias e problemas faciais advindos de complicacdes ap6s o
tratamento, tais como assimetria facial e dermatite periocular (Mehta et al. 2012).

A termoablacéo consiste na aplicacdo de uma fonte de calor diretamente no tumor, por
exemplo, sob a forma de radiacdo de infravermelhos. Esta radiacdo causa hipertermia das
células tumorais e leva a morte celular por apoptose (Mehta et al. 2012). Séo atingidas
temperaturas ente os 45 e 60°C, que ndo provocam a coagulacdo do sangue nos vasos da
retina. Esta técnica é utilizada sobretudo para retinoblastomas de pequenas dimensGes
(Chintagumpala et al. 2007).

A quimioterapia, no tratamento do retinoblastoma, é utilizada com o objetivo de
reduzir o tamanho do tumor, de modo a poder aplicar outras terapias mais localizadas, tais
como a termoablacdo ou a crioablacdo, de modo a erradicar totalmente a doenca
(Shahsavari et al. 2009; Shields et al. 2010). Esta abordagem é aconselhavel para casos de
retinoblastomas intraoculares de grandes dimensdes ou em casos de doenca unilateral com
tumores pequenos, mas nos quais as terapias mais localizadas nao surtiram efeito. Os
principais farmacos quimioterapéuticos direcionados para o tratamento de retinoblastoma
sdo a carboplatina, o etoposideo e a vincristina, sendo que em alguns casos tem sido usada
conjuntamente a ciclosporina, de modo a evitar a resisténcia aos citostaticos, cujos
regimes-padrdo consistem em 6 ciclos de doses standard dos agentes quimioterapéuticos
referidos anteriormente, representados na figura 5 (Mehta et al. 2012). Num estudo com 78

doentes, o regime padrdo resultou na completa resposta do tumor em 72% dos doentes que
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foram tratados apenas com quimioterapia. Nesse estudo, foi também observado uma
elevada taxa de resposta de 84% em tumores da macula (Ray et al. 2012). Os efeitos
secundarios sdo os esperados, tais como infe¢fes bacterianas, sendo que ha um elevado
risco do desenvolvimento de novos tumores noutros 6rgdos, principalmente com o uso do

etoposideo.
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Figura 5 — Estrutura quimica dos farmacos quimioterapéuticos mais utilizados no
tratamento de retinoblastoma. (a) vincristina (Noble et al. 2009); (b) etoposideo
(Meresse et al. 1999); (c) carboplatina (Henderson et al.2011) (d) ciclosporina (Berg,
Biochemestry, 5™ edition, 2002).

Devido aos efeitos toxicos referidos anteriormente, nos ultimos anos tém-se
desenvolvido agentes quimioterapéuticos com vista ao tratamento do retinoblastoma, tais
como o topotecano, um inibidor da DNA topoisomerase-1, e o 2-deoxi-D-glicose (2-DG),
um inibidor glicolitico. Para além disso, tem-se investigado novas vias de administracdo
para estes farmacos, tais como administracdo intra-vitrea ou intra-arterial na artéria
oftdlmica (Shahsavari et al. 2009; Shields et al. 2010).

Tal como o nome indica, a quimiotermoterapia € uma abordagem terapéutica que

combina a termoablacdo com a quimioterapia e € utilizada em casos de tumores de grandes
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dimensdes ou em tumores que ja se tenham disseminado até &reas subretinais. As duas
técnicas sdo utilizadas com algumas horas de intervalo a separa-las, podendo atingir taxas
de controlo tumoral de 89%. Os efeitos adversos que sdo devidos a quimiotermoterapia sdo
principalmente atrofia focal da iris, descolamento da retina e edema da coOrnea. Esta
terapéutica € vantajosa principalmente para casos de tumores de pequenas dimensdes
adjacentes a fovea e ao nervo o6tico (Chintagumpala et al. 2007). Um exemplo da eficacia
desta terapéutica foi um estudo onde 394 tumores foram completamente controlados ap6s o
tratamento com termoquimioterapia (Ray et al. 2012).

A crioablacdo tem como objetivo a destruicdo do endotélio vascular que suporta o
tumor, devido a um rapido arrefecimento do mesmo. Desta forma, permite um elevado
influxo de agentes quimioterapéuticos na cavidade vitrea (Mehta et al. 2012). Pode ser
utilizada para combater tumores periféricos ou pequenos tumores recorrentes do tratamento
com outras abordagens. Esta terapia pode provocar efeitos secundarios indesejaveis, tais
como edema da conjuntiva e descolamento da retina (Chintagumpala et al. 2007). Este
método consiste em técnicas de congelamento/descongelamento triplas que séo realizadas
em uma ou duas sessdes (Ray et al. 2012).

Apesar da eficacia demonstrada pelos tratamentos anteriores, 0s seus efeitos adversos
continuam a ser um fator preponderante, nomeadamente para os pais das criangas afetadas
com retinoblastoma, devido ao elevado risco de perda de visdo ou do proprio olho, bem
como a possibilidade do desenvolvimento de tumores secundarios devido aos efeitos
mutagénicos provocados principalmente pela quimioterapia e telerradioterapia. Devido aos
problemas causados pelo carater mutagénico da radio e da quimioterapia, tem-se
investigado qual o potencial terapéutico da terapia fotodindmica (PDT, do inglés

photodynamic therapy) no tratamento do retinoblastoma. Esta via de investigacdo tem por
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base o facto de a PDT ndo apresentar efeitos mutagénicos, o que no tratamento do

retinoblastoma se revela uma vantagem muito importante.

2 — Terapia Fotodinamica

2.1 Perspetiva histdrica

A luz tem sido usada como agente terapéutico desde a antiguidade, nomeadamente
com a sua aplicacdo por parte dos Egipcios, Indianos, Chineses e Gregos no tratamento de
psoriase e vitiligo (Pervaiz et al. 2006). Em 1903, foi atribuido o prémio Nobel ao
investigador Finsen devido ao tratamento eficaz do lupus vulgaris usando luz, surgindo
assim a fototerapia (Allison et al. 2010). Contudo, a primeira evidéncia experimental do
processo de fotossensibilizagdo remonta ao inicio do século XX, em 1900, quando Oscar
Raab verificou que a combinacdo de acridina com luz era toxica para as paramécias
(Juzeniene et al. 2007). Esta descoberta foi feita por acaso, ja que a acridina teria apenas
como objetivo funcionar como sonda fluorescente, mas ao ser sujeita a uma fonte de luz
provocou a morte dos protozoarios. Raab e os seus professores descobriram entdo que a
acridina tinha funcionado como agente fotossensibilizador, isto €, um composto que ao
absorver luz dava inicio a uma reacdo fotoquimica ou fotofisica (Allison et al. 2010;
Agostinis et al. 2011). Von Tappeiner e 0s seus colegas concluiram que esta
fotossensibilizacdo seria dindmica e diferente da verificada em placas fotograficas com
outros cromaforos. Foi entdo criado o termo reacao fotodinamica para este tipo de reacbes
na presenca de oxigénio molecular (O;). Von Tappeiner ao avaliar o potencial antitumoral

da fotossensibilizagdo verificou qual o efeito da exposicdo luminosa de um tumor na
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presenca de eosina. Contudo, a abordagem mais atual denominada terapia fotodindmica
surgiu apenas décadas apos as investigacdes levadas a cabo por Von Tappeiner, quando
Lipson e os seus colegas, bem como a equipa de Schwartz, utilizaram uma mistura de
porfirinas fluorescentes localizadas num tumor, mistura essa denominada por derivados de
hematoporfirinas (HpD, do inglés Hematoporphyrins Derivative) (Pervaiz et al. 2006).
Cada vez mais a terapia fotodindmica se assume como uma maior area de investigacao,
sendo que atualmente existem cerca de 16000 artigos referenciados sobre terapia

fotodinamica na PubMed.

2.2 PDT: Principios, fontes luminosas, fotossensibilizadores e citotoxicidade

2.2.1 Principios

A PDT é uma terapéutica reconhecida, sendo usada no tratamento de varios tumores
solidos, bem como de outras lesbes (Pervaiz et al. 2006). Esta terapia consiste na
administragdo de um fotossensibilizador (FS), seguindo-se a aplicacdo de uma fonte
luminosa sobre o tumor, sendo que a luz emitida tera de ter um comprimento de onda
adequado tanto ao fotossensibilizador a usar como a profundidade a que se encontra o
tumor a tratar. A ativacdo promovida pela luz ird levar a excitacdo da molécula do seu
estado normal (*FS) para o estado de singleto excitado (‘FS*). Apds esta ativacdo, pode
haver um decaimento para o estado singleto normal, com formacédo de fluorescéncia, mas
sem haver efeito fotodindmico. Para que este efeito aconteca é necessaria uma conversao
de spin para o estado tripleto excitado (}(FS*) (Triesscheijn et al. 2006). A interacio desta
molécula no estado tripleto com outras moléculas pode dar origem a dois tipos de reacdo

foto-oxidativa, representadas na figura 6. A reacdo do tipo | pode envolver tanto a
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transferéncia de eletrdes ou de protdes H*, produzindo radicais tanto do fotossensibilizador
como do substrato. Estes intermediarios, ao reagir com o oxigénio molecular podem
formar perdxidos, ides superoxido e radicais hidroxilo, desencadeando a ativagdo da cadeia
de radicais livres. Por outro lado, quando ocorre uma reacdo do tipo I, esta é mediada pelo
processo de transferéncia de energia para o0 oxigénio no estado singleto e pelo retorno do

FS para o seu estado basal.

Type | reaction Radicals e
+ substrate

'FSL'PSI—*LPSI S Radical iong ——= - 'PS

Type Il reaction

+0, - 0, e

+  Fluorescence ——=

Figura 6 — Principio da terapia fotodinamica. Apo6s ativacdo pela luz, o
fotossensibilizador atinge o seu estado tripleto excitado, podendo seguir dois tipos de
reacdo: reagdo tipo I, onde se verifica a formacao de radicais; reagdo do tipo Il que
leva a formagdo de oxigénio singleto, sendo a espécie citotdxica mais importante na
PDT (Retirado de Triesscheijn et al. 2006).

Vérios autores tém postulado que alguns FS tém tendéncia a acumular-se
preferencialmente nas células tumorais, uma vez que as células tumorais apresentam
caracteristicas especificas que as diferenciam das células normais (Juzeniene et al. 2007).
Por exemplo, as células tumorais apresentam um pH mais baixo que os tecidos normais,
devido as elevadas concentracGes de lactato resultantes de maior atividade glicolitica que,
por sua vez, ird promover a maior acumulacdo de farmacos que possam protonar na

presenca de pH mais acidico (Gerweck et al. 1996). Por outro lado, existem macréfagos
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nos tecidos tumorais que podem fagocitar agregados do farmaco ou mesmo lipoproteinas
ligadas a farmacos (Korbelik et al. 1991). Na superficie das células tumorais existe mesmo
maior expressdo de recetores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés low
density lipoprotein), o que esta correlacionado com o facto de FS mais lipofilicos poderem
associar-se a estas lipoproteinas (Juzeniene et al. 2007). De facto, existem varias
propriedades caracteristicas dos tecidos tumorais que podem levar a maior internalizacéo
do FS que, conjuntamente com a iluminagdo local do tumor pela fonte luminosa, torna a
PDT uma terapia altamente seletiva e capaz de reduzir significativamente os riscos de dano
das células normais existentes noutras abordagens terapéuticas, tais como na radio e na

quimioterapia (Juzeniene et al. 2007).

2.2.2 Fontes luminosas

Para que a PDT seja eficaz, é necessario o uso de uma fonte luminosa adequada. A
eficacia da terapia vai depender da maior ou menor correspondéncia entre o espetro de
emissdo da fonte luminosa com o espetro de absor¢do do FS (Juzeniene et al. 2007). Para
além disso, a maior ou menor penetracdo no tecido de determinada fonte luminosa também
é muito importante, sendo que uma luz com um comprimento de onda correspondente a
zona do vermelho ou infravermelho é mais penetrante. Para valores de comprimento de
onda entre 0s 600nm e os 1200nm encontra-se a denominada janela Gtica do tecido
(Agostinis et al. 2011). Contudo, nem todos os comprimentos de onda dentro desta janela
Otica sdo capazes de desencadear um efeito fotodindmico, pois é necessario transferir
energia para que o oxigénio passe do estado normal para o estado singleto, o que so €
possivel com uso de fontes luminosas com um comprimento de onda até aos 850nm.

Tendo em conta estes fatores € necessario também determinar o espetro de acdo do FS, que
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descreve a eficéacia relativa para diferentes valores de comprimentos de onda (Juzeniene et
al. 2007).

Atualmente, as fontes luminosas utilizadas na PDT pertencem a trés grandes grupos:
lampadas de largo espectro, diodos e lasers (Calzavar-Pinton et al. 2007), sendo que se
deve ter sempre em conta a fluéncia total de luz a aplicar, que consiste na taxa de energia
aplicada ao tecido biol6gico, a taxa de fluéncia (medida do ndmero de particulas que
intersetam uma unidade de area num determinado periodo de tempo — unidade J/m?), o
tempo de exposicdo assim como 0 modo de entrega da fonte luminosa (Agostinis et al.
2011).

As lampadas de largo espetro no inicio da aplicacdo da PDT eram amplamente
utilizadas devido ao seu baixo custo e facil manuseamento mas, por outro lado, 0 seu
acoplamento a fibras Oticas para entrega de luz a 6rgdos internos sem diminuicdo de
eficécia é dificil (Triesscheijn et al. 2006). Posteriormente foram-se desenvolvendo diodos,
que resultaram em sistemas mais baratos, mdveis, mas que apenas eram capazes de emitir a
um s6 comprimento de onda, reduzindo significativamente a sua versatilidade
(Triesscheijn et al. 2006). Os lasers vieram contribuir significativamente para uma
melhoria das condicGes da PDT, visto que permitem uma selecdo do exato comprimento de
onda, bem como da aplicacao precisa da luz. Podem ser utilizados dois tipos de lasers, 0s
de onda continua e os lasers de pulso (como o laser de vapor de ouro, GVL, do inglés gold
vapor laser), sendo que a sua eficacia ndo difere significativamente (LukSiené 2003).
Como ja foi referido anteriormente, a tecnologia de fibra Otica constitui um excelente
auxilio na PDT, visto que permite alcancar regides mais interiores do organismo, que soO

com a iluminacéo superficial ndo seria possivel tratar com esta abordagem terapéutica.
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2.2.3 Fotossensibilizadores

Atualmente existem varios FSs aprovados para uso clinico que estdo descritos na
Tabela 3. Um FS ideal deverd possuir determinadas caracteristicas, tais como ser um
composto quimicamente puro com acumulacao preferencial no tumor, rapida remocédo do
organismo e um grande pico de absor¢do na regido dos 600nm, aquela que é descrita como

sendo a mais penetrante nos tecidos (Triesscheijn et al. 2006).

Tabela 3 — Fotossensibilizadores aprovados para pratica clinica (Adaptado de Allison et al.
2010).

Grupo Fotossensibilizador Nome Comercial Nome quimico
Porfirina Photofrin® HpD
Photogem® HpD
Levulan® ALA
Metvix® M-ALA
Hexvix® H-ALA
Visudine® Verteporfina
Texafirina Lu-tex; Antrin® Lutexafirina
Clorina Foscan® Temoporfina
LS11; Photolon® Taloporfina

Litx™; Apoptesin™

Laserphyrin

Photochlor HPPH
Ftalocianinas Photosense® Ftalocianina

Pc4 Ftalocianina
Padoporfina Tookad Bacterioclorifla
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Para além disso, ndo deverd apresentar toxicidade na auséncia de fonte luminosa e
devera permitir a formacao de oxigénio singleto, ou seja, a reacdo do tipo Il, que é descrita
como sendo a mais eficaz na destrui¢do do tecido tumoral (Luksiené 2003).

A hematoporfirina (Hp, do inglés hematoporphyrin) foi considerada um poderoso FS
logo em 1912, por Meyer-Betz, sendo que na década de 50 foi provado que possuia
caracteristicas de acumulacdo preferencial em tecidos tumorais, por Figge e seus
colaboradores. Por sintese quimica, a Hp daria origem a derivados (HpD do inglés
hematoporphyrin  derivatives), que apresentavam ainda melhores caracteristicas
antitumorais que a Hp. Os HpD consistiam numa mistura de porfirinas ndo puras
(Triesscheijn et al. 2006).

Posto isto, alguns HpD foram purificados através de métodos cromatograficos por
Dougerty e seus colegas, dando origem ao Photofrin®, cuja estrutura quimica se encontra
representada na figura 7, que é ainda hoje um dos FS mais utilizados na pratica clinica
(Juzeniene et al. 2007).

O Photofrin® apresenta varios picos de absorcdo sendo o pico de 630nm de
intensidade reduzida. Contudo, fontes luminosas com este comprimento de onda séo
utilizadas devido ao seu poder penetrante, sendo necessarias elevadas fluéncias de luz para
compensar a baixa intensidade do pico de absorcdo do Photofrin® para este comprimento
de onda. Outra desvantagem deste fotossensibilizador é a fotossensibilidade que provoca
ao doente durante periodos de tempo que podem variar de um a trés meses (Triesscheijn et

al. 2006).
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Figura 7 - Estrutura quimica do componente principal Photofrin®,

o porfimero de sodio (Retirado de Triesscheijn et al. 2006)

Outra familia de FS utilizados atualmente é a familia das clorinas, dos quais se destaca
0 meta-tetrahidroxifenilclorina (m-THPC, do inglés meta-tetra hydroxyphenyl chlorine),
cuja estrutura quimica se encontra representada na figura 8. O m-THPC é um FS bastante
potente, j& que produz elevado nimero de moléculas de oxigénio singleto quando ativado
por luz com o comprimento de onda de 652nm, para a qual apresenta um pico de absorcao
e se verifica uma maior penetracdo da luz comparativamente com os 630nm utilizados nos
tratamentos referidos anteriormente. Devido a este facto as energias luminosas necessarias
para a sua ativagdo sdo mais reduzidas do que as utilizadas para o Photofrin® e a
iluminacdo tera de ser altamente precisa, para que a luz ndo atinja tecidos normais e de
modo a que ndo haja ativacdo do m-THPC nestes tecidos. De salientar que os doentes
referem alguma dor durante os tratamentos com este FS. Este FS é utilizado no tratamento
paliativo de tumores da cabeca e pesco¢o, bem como no tratamento de tumores da
cavidade oral, eséfago, estbmago, pancreas e pulméo (Allison et al. 2010; Triesscheijn et

al. 2006).
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Figura 8 - Estrutura quimica do meta-tetrahidroxidenil

clorina. Retirado de Triesscheijn et al. 2006.

Um outro fotossensibilizador a destacar é a verteporfina, membro da familia dos
derivados de benzoporfirinas. Este composto atua principalmente por destruicdo dos vasos
sanguineos que envolvem o tumor. Este composto tem sido muito utilizado em
oftalmologia, ndo no tratamento de retinoblastoma, mas no tratamento da degeneragéo
macular relacionada a idade (DMRI), do astrocitoma oftalmolégico, melanoma coroidal,
sendo igualmente usado no tratamento de neoplasias cutaneas (Triesscheijn et al. 2006).

Para além dos referidos FS, existem muitos outros em desenvolvimento e em estudo,
tais como a etiletioporpurina de estanho (SnET2), o mono-L-aspartilclorina e6 (Npe6) e
lutécio texafirina (Lutex). Todos estes FS apresentam picos de absor¢cdo com
comprimentos de onda relativamente altos (660, 664, 690 e 732nm, respetivamente), o que

provoca baixa fotossensibilidade da pele (Triesscheijn et al. 2006).

2.2.4 Citotoxicidade

A meia-vida do oxigénio singleto é muito baixo, pelo que o seu efeito sera sentido,

principalmente, no local onde é produzido. Devido a este facto, os diferentes FS atuam
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preferencialmente em locais distintos. Por exemplo, o Photofrin® atua nas membranas
lipidicas, o Npe6 ao nivel dos lisossomas (Agostinis et al. 2011), a verteporfina afeta as
mitocdndrias (Belzacq et al. 2001) e 0 m-THPC o reticulo endoplasmatico (Marchal et al.
2007). Todos estes efeitos podem levar a morte celular, sendo que a PDT pode ativar as
trés principais vias de morte celular: apoptose, necrose, e autofagia. A apoptose,

representada na figura 9, é a principal via de morte celular ativada por PDT (Agostinis et

al. 2011).
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Figura 9 — Representacdo esquematica dos diferentes mecanismos de apoptose
induzida por PDT. Os fotossensibilizadores utilizados em PDT podem afetar diferentes
organelos intracelulares, nomeadamente a mitocondria, lisossomas e reticulo
endoplasmatico. Danos resultantes de PDT ao nivel da mitocdndria levam a libertacdo de
citocromo ¢, que ira por sua vez ativar a caspase-9 que, consequentemente ira levar a
clivagem e ativacdo da caspase-3. A caspase-3 é um dos principais efetores da apoptose,
ja que promove a ativacao de diferentes proteinas envolvidas em diferentes processos que

culminam na morte celular por apoptose (Retirado de Oleinick et al. 2002).



Introducéo

Os mecanismos que levam a apoptose sdo ja conhecidos. Existem diferentes FS que
podem ativar o NF-kB (nuclear factor kappa beta) e estimular a via de sinalizagcdo da
MAPK (mitogen-activated protein kinase). Para além disso, a apoptose é mais ativada
pelos FS que tém influéncia na mitocondria, ja que este € um organelo que intervém na
regulacdo deste processo de morte celular. A apoptose é despoletada aquando da ativagédo
luminosa, visto que h& uma inibicdo da producdo de ATP (adenosina trifostato) pela ATP
sintase, podendo ser também lesados os complexos I, Il e 1V da cadeia respiratéria. Este
processo leva a uma libertacdo de citocromo ¢ por parte da mitocondria. A libertagcdo de
citocromo c ira ativar a cascata de sinalizacdo das caspases, levando a diversos processos
de clivagem irreversivel de proteinas com papéis importantes a nivel estrutural, de
sinalizacdo intracelular e de transcri¢do de genes (Calzavara-Pinton et al. 2007).

No que diz respeito ao processo de morte celular por necrose podem estar envolvidos
certos processos como a ativacdo da proteina RIP1 (do inglés, receptor interacting protein
1), excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio, dano de lisossomas e excesso de
calcio intracelular, como se descreve na figura 10. A resposta imunitaria pode provocar a
libertagdo de citoquinas proinflamatdrias, como € o caso do fator de necrose tumoral (TNF,
do inglés tumor necrosis factor). O TNF pode levar a ativacao de uma via de transducédo de
sinais que provoque aumento da producdo de ROS ao nivel mitocondrial, provocando dano
no DNA ou permeabilizacdo das membranas lisossomais. Estes fatores, combinados com o
aumento de peroxido de hidrogénio libertado por macrofagos pode provocar a morte
celular por necrose. Por outro lado, o FS pode provocar dano no reticulo endoplasmatico, o
reservatorio intracelular de célcio, provocando um pico intracelular deste. Este excesso de
calcio pode levar a ativacao de proteases dependentes de calcio, a estimulacao da atividade
do ciclo de Krebs e a producao de ROS ao nivel da mitocdndria, podendo provocar a perda

do potencial de membrana mitocondrial interna levando a perda da producdo de ATP e
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consequente morte celular por necrose, processo esse representado esquematicamente na

figura 10 B (Agostinis et al. 2011; Zong et al. 2006).
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Figura 10 - Necrose induzida por resposta imunitéria (A) e necrose mediada por um
processo dependente do calcio intracelular (B). Em A, a resposta imunitéria induzida
pelo TNF leva ao aumento da producdo de ROS, podendo levar a danos no DNA, nas
membranas lisossomais e consequente morte celular por necrose. JA& em B, um grande
aumento dos niveis intracelulares de calcio pode provocar um aumento de ROS, causando
perda do potencial de membrana mitocondrial e, por consequéncia, a inibicdo da produgéo
de ATP, promovendo deste modo morte celular por necrose (adaptado de Zong et al.
2006).

A autofagia (ou macroautofagia) € uma via lisossomal para degradacdo ou reciclagem
de proteinas ou organelos intracelulares, que pode ser ativada por varios sinais de stresse,
incluindo stresse oxidativo, podendo ter um papel citoprotetor ou pré-morte celular apds
quimioterapia. Contudo, existem estudos que referem a autofagia como um mecanismo que

garante a viabilidade celular ap6s PDT, como representado na figura 11. Este facto pode
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ser contrariado pelo uso de FS que afetem a via lisossomal, levando a que as células sigam

para o processo apoptotico (Agostinis et al. 2011).

Caspase 3
activation
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Bax“-/Bak”-

Caspase3™- \/
Autophagic —— Apoptotic
Cell Death Cell Death

Chaperone-Mediated
Autophagy

Figura 11 - Autofagia induzida por PDT. A agéo do oxigénio singleto produzido pela PDT ao

.....

levando a morte celular autofagica (retirado de Dewaele et al. 2010).

Para além da morte celular propriamente dita, no que diz respeito a terapia

antitumoral, a PDT desempenha um outro papel muito importante, o efeito antivascular. O

primeiro estudo para comprovar este efeito foi realizado na década de 60, por Star e seus

colaboradores, em que verificou o efeito de PDT usando HpD nos vasos sanguineos que

rodeavam o tumor implantado num modelo animal (ratinhos), tendo observado
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vasoconstricdo seguida de estagnacdo do fluxo sanguineo, hemorragias e formagdo de
agregados de plaquetas em vasos de grandes dimensdes (Agostinis et al. 2011).

A PDT pode ainda alterar a reagdo imunoldgica, tendo sido demonstrado que pode
diminuir o grau de severidade dos sintomas de doencas imunoldgicas induzidas
experimentalmente. Verificou-se que o uso dos FS ALA, verteporfina e HpD sensibilizam
seletivamente 0s mondcitos (CD14+), as células dendriticas (CD83+) e as células de
Langerhans. Para além disso, podem também ativar linfécitos que possuam o recetor da
interleucina-2 (IL-2). Noutros estudos, verificou-se que o tratamento de tumores em
murganhos com PDT levava a uma sobre-regulacdo dos niveis de interleucina-6 (IL-6) e
uma diminuicdo dos niveis de RNA mensageiro (MRNA) da interleucina-10 (IL-10),

havendo um grande aumento dos niveis desta interleucina na pele, o que permite explicar a
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Figura 12 — Consequéncias do processo de inflamac&o induzido por PDT. O tratamento
com PDT induz aumento das interleucinas 6, 1B ¢ 8, bem como morte celular por apoptose e
necrose. Estes eventos levam ao recrutamento de células e moléculas do sistema imunitario
com aumento da fagocitose e consequente aumento da citotoxicidade induzida pela PDT
(retirado de Castano et al. 2006).
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fotossensibilidade caracteristica dos tratamentos com PDT. Estes resultados demonstram
que a IL-6 pode ter um papel determinante na modulacdo de resposta imunitaria
antitumoral e no efeito inflamatério local produzido por PDT, processo representado
esquematicamente na figura 12.

Por outro lado, esta terapia revela-se menos eficaz no tratamento de tumores em
ratinhos com imunodeficiéncia combinada severa (SCID, do inglés severe combined
immunodeficient) do que em ratinhos com o seu sistema imunoldgico intacto, o que revela
0 papel fundamental da resposta imunitaria antitumoral produzido pela PDT para um

tratamento mais eficaz (Calzavara-Pinton et al. 2007).

3 — Terapia fotodindmica e tratamento de retinoblastoma

Como foi referido anteriormente, a PDT revelou desde a sua descoberta um potencial
enorme para a terapia antitumoral, aplicada a varias neoplasias. O tratamento de
retinoblastoma recorrendo & PDT foi alvo de estudo nas ultimas trés décadas. Estes estudos
foram iniciados visto a PDT ndo apresentar efeitos mutagénicos, o que no caso particular
do retinoblastoma poderia levar ao aparecimento de neoplasias secundarias, como acontece
com a radio e quimioterapia.

Estudos in vitro foram realizados ao longo dos anos de modo a avaliar a eficacia de
diferentes FS na morte de culturas celulares de retinoblastoma. O FS conhecido ha mais
tempo, a Hp, foi a primeira molécula fotossensibilizadora a ser estudada e que se revelou
eficaz em induzir morte celular nas diferentes linhas celulares quando ativada por luz
branca (Sery et al. 1979). Neste estudo, verificou-se que a morte celular era mais

acentuada quando os periodos de exposi¢do a luz eram mais prolongados (Sery et al.
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1979). Por outro lado, outros investigadores determinaram o efeito de Photofrin 11°
(resultante da purificacdo de HpD) na morte de culturas celulares de retinoblastoma. Os
resultados destes estudos revelaram que baixas concentracfes deste FS e altas doses de
energia luminosa provocavam morte celular de forma dependente da concentragcdo de FS
no meio, enquanto a dose de energia luminosa ndo provocava diferencas significativas
(Jens Winther, 1989). Este sucesso da PDT no tratamento de retinoblastoma realgou a
importancia das hematoporfirinas neste processo, nomeadamente da PplX (do inglés
protoporphyrin 1X), como foi comprovado num estudo realizado por Ruiz-Galindo e seus
colaboradores. Estes investigadores verificaram um aumento da expressdo de
protoporfirinogénio oxidase (PPOX), uroporfirinogénio sintase (UROS) e é&cido
aminolevulinico sintase (ALAS), enzimas envolvidas na sintese do grupo heme da PplX,
apos administracdo de ALA (Ruiz-Galindo et al. 2007).

A verteporfina (derivado de benzoporfirinas) também foi avaliada como FS para
tratamento de retinoblastoma com PDT, tendo-se revelado igualmente eficaz na inducéo de
morte celular em cinco linhas celulares distintas de retinoblastoma, de entre as quais uma
resistente ao etoposideo. Foi também verificado que eram necessarias concentracdes
reduzidas deste FS para provocar a morte celular (ha ordem do nanomolar), sendo que o
aumento de concentragdo diminuia a quantidade de energia luminosa necessaria para haver
morte das células e que esta acontecia de forma dependente da concentracdo de
verteporfina administrada (Stephan et al. 2008; Jin C. et al. 1999).

Contudo, a investigacdo dos efeitos da PDT no tratamento do retinoblastoma néo se
ficou apenas pelos estudos in vitro, tendo sido efetuados diversas investigagOes envolvendo
modelos animais. Nestes estudos in vivo foram também avaliados diferentes FS e o0 modo
como afetavam o crescimento e o microambiente tumoral. A maioria dos estudos foi

realizada verificando a eficacia de FS da familia das porfirinas, destacando-se a Photofrin
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I1® e a dihematoporfirina. No caso deste ultimo, verificou-se uma remisséo total em cerca
de 15 a 25% dos tumores intraoculares induzidos no modelo animal havendo, contudo,
reacOes adversas tais como hemorragias intraoculares (Winther 1987). No que diz respeito
a Photofrin 1I®, verificou-se que quando ativada por uma fonte luminosa de comprimento
de onda correspondente a regido do vermelho (~620 — 740nm) era capaz de induzir morte
celular em tumores intraoculares induzidos em ratinhos, de forma dependente da
concentracdo deste FS e da quantidade de energia luminosa administrada. Esta terapia
afetava também os vasos sanguineos envolventes e os tecidos normais, 0 que provocava
efeitos adversos tais como danos na conjuntiva e na cornea, sendo um fator limitante deste
tratamento. Estudando a cinética do processo de morte dos tumores verificou-se que o
mecanismo induzido pela PDT seria bifésico, havendo inicialmente um processo de morte
direta das células tumorais, seguido por uma destruicdo secundaria de tecido, devido ao
dano causado nos vasos sanguineos envolventes (Winther et al. 1987; Winther et al. 1988;
Winther et al. 1989; Winther 1990). A verteporfina e o m-THPC também foram estudados
em ensaios envolvendo modelos de xenotransplantes derivados de trés linhas celulares
distintas. Verificou-se uma elevada eficacia nos trés modelos usando m-THPC ativado por
laser, sendo que a verteporfina foi eficaz num dos modelos, também quando ativada por
laser (Aerts et al. 2010).

A investigacao nesta area foi sendo desenvolvida até a realizacdo de ensaios clinicos.
Ohnishi e seus colaboradores realizaram um estudo envolvendo o tratamento de
retinoblastoma em cinco criancas, utilizando HpD e iluminacdo com um laser de argon.
Neste ensaio clinico observou-se a destruicdo dos tecidos tumorais, bem como
angionecrose, pensando-se que este tratamento seria suficiente para tratar tumores de
pequenas dimensBes. Por outro lado, para tratar tumores de maiores dimensfes seria

necessario a combinacdo entre PDT e radioterapia (Ohnishi Y. et al. 1986).
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O efeito da presenca de oxigénio na eficacia da PDT, especialmente o efeito
antivascular e a resposta imunitaria desencadeada, também foram investigados por diversas
equipas. A importancia da presenca de oxigénio no efeito fotodindmico foi demonstrada
através da acumulacdo intracelular de perdxido lipidico, um produto resultante da oxidacéao
de lipidos provocada por stresse oxidativo, em linhas celulares de retinoblastoma, apds
PDT usando HpD, em condigdes aerdbias e anaerdbias. Neste estudo verificou-se que em
condigdes anaerdbias a PDT se revelava ineficaz em induzir morte celular (Ohnishi et al.
1990).

Na PDT, a vascularizacdo do tumor é um dos seus alvos preferenciais, sendo até
fulcral para a destruicdo do tumor em condic¢des in vivo. Este facto foi comprovado por
estudos em que foi avaliado o efeito de PDT usando Photofrin® na perfusdo sanguinea
intraocular, usando 0 método de captagéo de cloreto de rubidio-86 (**RbCl). Através deste
método, verificou-se uma diminuicdo da captacdo de ®*RbCl apés a aplicacdo de PDT,
demonstrando que a vasculariza¢do dos olhos com tumores foi prejudicada devido & agédo
do FS com posterior irradiagdo (Horsman et al. 1989). Para além disso, um outro estudo
realizado por White e seus colegas, comprovou que a PDT era ineficaz no tratamento de
um modelo animal de retinoblastoma pouco vascularizado, demonstrando uma vez mais o
papel fundamental do dano induzido nos vasos sanguineos que envolvem o retinoblastoma
para uma PDT bem-sucedida (White et al. 1988).

Como ja foi referido, a PDT pode induzir uma resposta imunitaria antitumoral. Este
facto foi também estudado no retinoblastoma. Um grupo de investigadores verificou a
ativacdo de macrofagos com capacidade antitumoral para células de retinoblastoma
revestidas por imunoglobulinas G (IgG). Foram utilizadas duas fontes de irradiacdo, uma
fonte de luz branca e outra na regido do vermelho, sendo que a luz branca se revelou mais

eficaz na ativacdo dos macréfagos, demonstrando o papel de imunopotenciagcdo promovido
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pela HpD, que pode ser determinante para a destrui¢do de retinoblastoma (Yamamoto et al.
1992; Yamamoto et al. 1994).

Outro desafio nesta area de investigacdo é a inducdo de uma maior absorcdo dos FS
pelas células tumorais. Este facto pode ser conseguido através da adicdo de diferentes
grupos funcionais, ou mesmo proteinas, a molécula FS de modo a permitir maior absorcao
por parte do tumor. Por exemplo, um estudo realizado por Schmidt-Erfurth e colaboradores
permitiu concluir que a conjugacdo do FS clorina e6 (Ce6) com LDL potenciava a
absorcdo do FS nas celulares tumorais, segundo um mecanismo de absor¢do mediado por
recetores, demonstrado pela saturacdo dos recetores, bem como pela inibicdo competitiva
destes (Schmidt-Erfurth et al. 1997). Outros investigadores verificaram igualmente que a
conjugacao entre um acgucar (manose e galactose) e porfirinas, ligadas por dietilenoglicol
(TPP(p-Deg-O-a-GalOH); e TPP(p-Deg-O-a-ManOH)3;) exibiam maior atividade
fotoquimica, sendo um processo igualmente mediado por uma interacdo entre o aglcar e
recetores celulares (Laville et al. 2006).

Outro estudo muito interessante avaliou a relevancia de bicamadas planares para a
modelacdo de interacbes entre porfirinas glicodendriméricas e células de retinoblastoma.
Neste estudo, os investigadores utilizaram um sistema de bicamada com concavalina A
como modelo de membranas de retinoblastoma e estudaram a interag&o da porfirina com a
linha celular Y79 e a adesdo de lipossomas incorporando porfirina com células
imobilizadas num sensor adequado. Os autores do estudo verificaram que os lipossomas
incorporando porfirina eram mais fototdxicos do que a porfirina ou 0s lipossomas nas suas
formas livres. Para além disso, eles observaram uma forte tendéncia destas porfirinas
glicodendriméricas para formarem agregados em solucdo ou para interagirem com
proteinas sanguineas. Desta forma, era dificil avaliar a real contribuicdo do

reconhecimento molecular, pelo que eles imobilizaram as células num sistema QCM-D,
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sendo que as células se encontravam totalmente sem soro bovino fetal antes da injegdo das
porfirinas. Com esta experiéncia, os autores demonstraram que as porfirinas manosiladas
interagiam especificamente com os recetores de manose suportados pelas células Y79
(Makky et al. 2012). Gary-Bobo e seus colaboradores realizaram um estudo onde
avaliaram o efeito de nanoparticulas de silica mesoporosas multifuncionalizadas (MSN)
combinadas com trés diferentes abordagens: terapia fotodinamica de excitacdo de um fotdo
(OPE-PDT, do inglés one photon excitation photodynamic therapy), entrega mediada por
camptotecina e direcionamento usando manose ou galactose nas células da linha celular de
retinoblastoma Y79. Os autores desenharam igualmente uma MSN encapsulando um FS
especificamente para terapia fotodinamica de excitacdo de dois fotbes (TPE-PDT, do
inglés two photon excitation photodynamic therapy) e funcionalizada com manose a sua
superficie. Os investigadores observaram elevada morte celular com a TPE-PDT com a
MSN funcionalizada com manose, mesmo usando um curto periodo de irradiacdo (trés
scans de 1,25 sequndos cada) a baixa fluéncia (10,6J cm™). Por outro lado, com os estudos
de OPE-PDT combinada com a entrega mediada por camptotecina, eles descobriram um
efeito sinérgico destas abordagens de modo a induzir morte celular (Gary-Bobo et al.

2012).

4 — Caracteristicas Estruturais dos fotossensibilizadores

Nesta dissertacdo, foram utilizados quatro fotossensibilizadores com caracteristicas
estruturais distintas: 5,15-bis(2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina (doravante ACS 500), meso
bis 5,15-[( 2-bromo-5-(2-hidroxietiloxi)fenil] porfirina (ACS 1102) e meso bis 5-15-[( 2-

bromo-5-pentaacetilgliconilcarboniloxi)fenil] porfirina (ACS 971).
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As porfirinas s8o compostos tetrapirrélicos, sendo os maiores constituintes da
hemoglobina e da mioglobina. Estes compostos possuem macrociclos heterociclicos
altamente conjugados, podendo também possuir um &tomo metalico central. As porfirinas
constituem assim um sistema composto por 22 eletrdes ©r, dando origem a uma absor¢do
num comprimento de onda elevado, tendo deste modo despertado o interesse da
comunidade cientifica para o seu potencial como agentes fotossensibilizadores a utilizar
em Medicina (O’Connor et al. 2009). Vérios estudos tém também sido realizados ao longo
das décadas no sentido de desenvolver novos compostos porfirinicos com um maior
rendimento na producdo de oxigénio singleto, sendo que a adicdo de grupos halogenados
tem sido vista como muito promissora (Azenha et al. 2002). Assim sendo, neste trabalho
pretendeu-se avaliar o potencial citotoxico de trés compostos porfirinicos halogenados com
bromo, os compostos 5,15-bis(2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina (ACS 500), meso bis 5,15-
[( 2-bromo-5-(2-hidroxietiloxi)fenil] porfirina (ACS 1102) e meso bis 5-15-[( 2-bromo-5-
pentaacetilgliconilcarboniloxi)fenil] porfirina (ACS 971). O ACS 971, para além da
halogenacdo, possui igualmente uma glicosilacdo (Gluc-OAC). Este composto foi alvo de
estudo nesta dissertacdo, visto que varios estudos tém demonstrado que as glicosilagdes
sdo importantes no reconhecimento celular, sendo que derivados de porfirinas acopladas a
sacarideos tém demonstrado uma afinidade de ligacdo as células de linhas tumorais
humanas muito superior as porfirinas por si s@, concluindo-se portanto que a adicdo de
grupos glicosilados potencia a captacdo pelas células tumorais (Vedachalam et al. 2011).

Uma outra familia de fotossensibilizadores bastante promissora é a familia das
clorinas, que possuem uma estrutura quimica bastante semelhante a das porfirinas, com a
diferenca de o seu anel porfirinicos ndo ser totalmente insaturado (Banfi et al. 2004).

Assim sendo, neste trabalho avaliou-se igualmente o potencial citotoxico do composto
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5,15-bis(2-bromo-3-hidroxifenil)clorina (ACS 881F1), a clorina correspondente a porfirina

ACS 500.

A figura 13 apresenta a estrutura quimica dos quatro fotossensibilizadores a serem

estudados nesta dissertacao.

ACS 9T
ACS 1102
GLUAc~ €00

Hrrderee Qe
AO——H

Hommgarean QAE

H—t—0Ac
CH.Ohe

ACS 881F1

Figura 13 - Representagdo da estrutura quimica

dos
fotossensibilizadores ACS 1102, ACS 971, ACS 500 e ACS 881F1.
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Objetivos

A terapia fotodindmica desde cedo demonstrou ser uma alternativa terapéutica
antitumoral. Contudo, o seu papel no tratamento de retinoblastoma ndo esta esclarecido,
sendo objetivo principal deste trabalho avaliar o seu efeito neste tipo de cancro. Assim,
pretende-se avaliar e comparar o efeito citotoxico de quatro fotossensibilizadores: 5,15-
bis(2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina (ACS500), 5,15-bis(2-bromo-3-hidroxifenil)clorina
(ACS881F1), meso bis 5,15-[( 2-bromo-5-(2-hidroxietiloxi)fenil] porfirina (ACS1102) e
meso bis 5-15-[( 2-bromo-5-pentaacetilgliconilcarboniloxi)fenil] porfirina (ACS971).
Constitui ainda um segundo objetivo deste trabalho, avaliar os efeitos celulares da terapia
fotodindmica baseada nestes compostos em termos de viabilidade celular e vias de morte,

danos no DNA, stresse oxidativo e defesas antioxidantes.
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Ao longo das ultimas décadas, a terapia fotodindmica foi estudada como uma
alternativa as terapias antitumorais classicas, devido a sua seletividade e aos seus efeitos
secundarios muito agressivos para os doentes oncoldgicos. Desta forma, desde a
descoberta de moléculas como a hematoporfirina e do seu potencial para aplicacdo em
terapia fotodindmica que se desenvolveram novas moléculas fotossensibilizadoras ndo so
porfirinas, mas também de outras familias, como as clorinas e as ftalocianinas, por
exemplo.

No que diz respeito a classe das porfirinas, estas tém o potencial de ser melhoradas
através da adicdo de grupos funcionais por sintese quimica. A conjugacdo com
glicoconjugados ou com atomos do grupo dos halogéneos, tais como bromo e flGor sdo
exemplos desta evolucao.

Neste trabalho foi avaliado o potencial citotdxico de moléculas
fotossensibilizadoras no que diz respeito ao tratamento do retinoblastoma, avaliando-se
inicialmente o seu efeito ao nivel da inibi¢do da atividade metabdlica. Posteriormente, apds
o tratamento fotodindmico, caracterizou-se a acgdo intracelular, avaliando o tipo de morte
celular induzida, o estado do ciclo celular, a indugdo de danos no DNA e a expressédo da
proteina pro-apoptotica p53. Foram igualmente avaliados os efeitos do tratamento
fotodindmico ao nivel do stresse oxidativo e das defesas antioxidantes, através da
determinacdo das espécies reativas de oxigenio intracelulares, da expressdo do glutatido
reduzido e da atividade da superdxido dismutase.

Para a realizacdo destes estudos utilizaram-se culturas celulares de uma linha
celular humana de retinoblastoma, designada Y79. Esta linha celular foi isolada em 1971
por T. W. Reid e seus colaboradores. A sua cultura foi iniciada através de um explante de
um tumor primario obtido imediatamente ap6s enucleacdo de um doente com histérico

familiar de retinoblastoma (ATCC).
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1 — Culturas celulares

1.1 — Propagacéo

A linha celular de retinoblastoma Y79 foi obtida na American Type Culture Collection
(HTB-18, ATCC) e propagada em suspensdo celular, respeitando as indica¢bes do
fornecedor. Assim sendo, a sua propagacdo foi realizada em meio de cultura Roswell Park
Memorial Institute (RPMI-1640, Sigma Aldrich®, EUA), suplementado com soro bovino
fetal (FBS, do inglés Fetal Bovine Serum, Sigma Aldrich®, EUA), numa concentracao final
de 20%, 100uM de piruvato de sédio (Gibco, RU) e 1% de antibidtico (100U/mL de
penicilina e 10pg/mL de estreptomicina; Gibco, RU), mantida em atmosfera humidificada
com 95% de ar e 5% de CO,, a 37°C numa incubadora Binder (Binder, Alemanha).

Para os diferentes estudos a concentracdo das suspensdes celulares foi ajustada com
base na contagem celular obtida pelo método do azul de tripano. Para isto, uma aliquota de
suspensdo celular corada com azul de tripano foi colocada numa camara de neubauer, e
observada num microscopio ético invertido (Nikon, Eclipse TS 100, Japao) com ampliacdo

de 100 vezes, de modo a aferir qual o numero de células.

1.2 — Revestimento de placas com poli-D-lisina

Neste trabalho pretendeu-se avaliar os diferentes efeitos induzidos pelos FS ao nivel
intracelular, ou seja, avaliar os efeitos induzidos pelas moléculas de FS que foram captadas
pelas células e ndo as moléculas de FS que estariam presentes apenas no meio de cultura.
Por este motivo, antes da realizacdo do tratamento fotodindmico é essencial a remocéo e
consequente troca do meio de cultura, de modo a remover todo o FS que nédo foi captado
pelas células. Sendo que a linha Y79 se propaga em cultura em suspenséo, a troca de meio
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foi efetuada através de centrifugacdo, que € um processo moroso e especialmente dificil no
caso dos estudos se realizarem em placas multipogo. Assim sendo, procedeu-se a um
revestimento de cada pogo das placas com poli-D-lisina (Sigma, EUA). Este revestimento
permite a ancoragem das celulas, tornando-as aderentes. Esta metodologia foi apenas
seguida apds confirmacdo de que o revestimento com poli-D-lisina ndo alteraria
significativamente o crescimento das células da linha celular em estudo, tendo sido
utilizado para isso o ensaio do azul de tripano, como sera descrito posteriormente.

Deste modo, para efetuar o revestimento das placas, preparou-se uma solucgéo de poli-
D-lisina (0,1 mg/mL). Colocaram-se 200uL desta solugdo em cada pogo, deixando-se atuar
durante 10 minutos. De seguida procedendo-se a uma lavagem com agua ultra pura estéril,
de forma a remover o excedente de poli-D-lisina. As placas eram sujeitas a radiacao
ultravioleta durante a noite, de modo a garantir a esterilidade das mesmas, sendo seladas e

armazenadas a 4°C até a sua utilizacao.

1.3 — Avaliagéo da viabilidade celular em cultura aderente

De modo a avaliar se as células da linha celular Y79 se mantinham viaveis e
proliferativas quando sujeitas ao crescimento em cultura aderente, recorreu-se ao método
de avaliacdo da viabilidade celular pelo azul de tripano. Para isso, preparam-se suspensoes
celulares com 450000 células, que foram colocadas em placas de 6 pocos revestidas com
poli-D-lisina e em placas de 6 pogos ndo revestidas. Procedeu-se a contagens do niumero de
células para cada uma das condicdes anteriores as 24h, 48h e 72h de modo a avaliar se
existiriam diferencas significativas no crescimento das células nos dois tipos de

crescimento considerados.
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1.4 — Tratamento fotodinamico

O tratamento fotodindmico consiste essencialmente na ativagdo dos FS por uma fonte
luminosa de comprimento de onda adequado, como foi referido anteriormente.

No nosso trabalho, para a realizagcdo do tratamento fotodindmico, foram preparadas
suspensdes celulares em placas de 24 pocos preparadas com o revestimento com poli-D-
lisina, tendo sido colocadas na incubadora durante 24h de modo a permitir a sua anco-
ragem ao revestimento. Posteriormente procedeu-se a incubacdo com diferentes
concentracdes dos quatro FS referidos, tendo sido preparadas diferentes solugdes com uma
concentragdo que permitia a administragdo do mesmo volume de 5yl em todas as
condigdes. Realizaram-se dois controlos, um com células néo tratadas e outro em que se
administraram 5uL do veiculo de administracdo dos FS, neste caso uma mistura ternaria de
agua, polietilenoglicol e etanol [H,O/PEG400/EtOH (50/30/20, v/viv)]. A irradiacdo
efetuou-se 24h apos a incubacdo com os FS. Previamente a irradiacdo retirou-se 0 meio e
efetuou-se uma lavagem com 200uL de tampéo fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate
Buffer Saline), colocando-se novamente meio fresco. A irradicacdo foi realizada
recorrendo a uma fonte de luz fluorescente equipada com um filtro vermelho (Acut-off
<560nm). A energia da luz foi medida com um radidmetro X97 da Gigahertz-Optic. A

irradiagéo foi efetuada com um fluxo de 7,5mW/cm? até atingir um total de 10J.
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2— Estudos de captacao

De modo a realizar os estudos de captacdo, incubaram-se 450000 células com uma
concentracdo de 5uM de cada um dos FS, em placas de 6 pogos (Sarstedt, Alemanha),
tendo-se avaliado a captacdo dos compostos 2h, 6h, 24h e 48h ap6s a incubacédo, de modo a
avaliar se a percentagem de captacédo seria dependente do tempo de incubagdo. Para isso, a
cada tempo considerado, as células foram submetidas a uma centrifugacdo a 1300g,
durante 5 minutos, de modo a remover 0 meio. Adicionou-se ao pellet resultante 2mL de
metanol, de modo a garantir a completa degradacéo e rutura das células, tendo-se deixado
0 metanol a atuar durante 5 minutos. Apés este periodo, procedeu-se a nova centrifugacéo
nas condicdes ja referidas e guardou-se o sobrenadante, cuja intensidade de fluorescéncia
foi determinada por espetroscopia de fluorescéncia recorrendo a um espectrometro SPEX
fluoromax (Horiba, Japdo), utilizando comprimentos de onda adequados para cada um dos
FS considerados. A concentracdo intracelular foi determinada ap6s a obtencdo de uma
curva de calibracdo obtida a partir da intensidade de fluorescéncia de solu¢bes de metanol
com cada um dos fotossensibilizadores, seguindo a metodologia descrita por Marchal e

colaboradores (Marchal et al. 2007).

3 — Avaliacdo da atividade metabdlica

Existem diferentes métodos que permitem estudar os efeitos citotdxicos dos FS. Para
isso, apOs a realizacdo do tratamento fotodinamico, utilizaram-se métodos de
espectrofotometria, nomeadamente o ensaio de alamar blue, o ensaio do MTT (3-(4,5-

dimethylthiazolyl-2)2,5-diphenyltetrazolium bromide) e o ensaio com sulforodamina B
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(SRB), de modo a avaliar os efeitos na atividade metabdlica e consequente efeito na

proliferacéo celular.

3.1 - Avaliacéo da proliferacao celular pelo ensaio de alamar blue

O alamar blue (Sigma, EUA) é uma sonda de oxidacao-reducdo utilizada para avaliar
a proliferacdo celular. Isto deve-se ao facto das células metabolicamente ativas e
proliferativas apresentarem um ambiente reduzido, enquanto a inibi¢do do crescimento
celular leva a um ambiente celular oxidado. Este método utiliza uma sonda que apresenta
duas formas: uma forma ndo fluorescente e de cor azul que se encontra oxidada e que se
torna rosa e fluorescente apds reducdo. Deste modo, as células metabolicamente ativas
levardo a reducdo da sonda, promovendo a mudanca de cor de azul para rosa. Este ensaio
tem como grande vantagem o facto de se poder utilizar tanto um espectrofotometro como
um fluorimetro para a avaliacdo do efeito citotoxico dos farmacos a testar na proliferacéo
celular (Collins et al. 1997). Para a realizacdo deste estudo, distribuem-se suspensoes
celulares com 450000celulas/mL em meio de cultura numa placa de 24 pocos revestida
com poli-D-lisina, com um volume final de 500uL. O tratamento fotodindmico foi
realizado como referido anteriormente. A andlise da proliferacdo foi feita 24h e 48h apos
irradiacdo. Para tal foram adicionados 50uL de alamar blue, de modo a este estar numa
proporcdao de 1:10, deixando-se a incubar durante 24h. Os resultados sdo expressos
segundo a percentagem de inibicdo da proliferacdo das células tratadas em relacdo as
culturas controlo, normalizadas para 100%, utilizando a equagdo 1, ap6s leitura num
espectrofotémetro ELISA (Biotek® Synergy HT) (Longo-Sorbello et al. 2006; Laranjo

2010).
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(€0X)A2 AN1 — (eOX)A1 AA2 (Células tratadas)
(€0X)A2 A°A1 — (eOX)A1A°A2 (Células controlo)

(equacao 1)

% proliferacgio =

Onde:

€0X = Coeficiente de extingdo molar da forma oxidada do alamar blue (azul)
A = Absorvancia dos pogos tratados

A° = Absorvancia dos poc¢os controlo

Al =570nm

A2 =600nm

(c0OX)A2 = 117,216

(e0X)\1 = 80,586

Esta abordagem foi utilizada com o objetivo de construir as curvas de dose-resposta de
cada um dos fotossensibilizadores e determinar a concentragdo dos FS que inibe a
proliferacdo das culturas celulares em 50% (IC50). Para estabelecer estas curvas
utilizaram-se como termo de comparacdo as culturas celulares controlo, submetidas apenas
ao veiculo de administracao dos FS referido anteriormente, as quais se atribuiu o valor de
100%. As curvas de dose resposta foram construidas recorrendo-se ao software Origin 8.0,
que através do processamento dos resultados obtidos desenhou as curvas com o melhor
ajuste aos resultados experimentais, fornecendo as respetivas equacdes. Deste modo foi

possivel calcular os valores de IC50 para os quatro FS considerados as 24h e 48h
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3.2 - Avaliacéo da proliferacéo celular pelo ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-

2)2,5-diphenyltetrazolium bromide)

O ensaio do MTT foi utilizado para avaliar o efeito dos FS na proliferacdo das células
Y79. Este composto consiste num sal de tetrazélio solivel em agua, que é reduzido pelas
células metabolicamente ativas com formagdo de um sal de cor violeta insolivel em
solugdes aquosas, formando-se cristais de formazano, como se encontra representado na
figura 14. Este processo de redugdo esta associado a funcdo de desidrogenases
mitocondriais, contudo também pode ser devida a acdo de moléculas como NADH e
NADPH (equivalentes redutores). ApOs se proceder a solubilizagdo dos cristais de
formazano, através da adicdo de solventes organicos, pode-se quantificar por
espectrofotometria a quantidade de cristais formados (Liu 1999; Abe et al. 2000; Langdon
2004; Buch et al. 2012).

Para a realizacdo deste estudo, as células foram preparadas e tratadas com o tratamento
fotodinamico como descrito anteriormente. Os resultados estdo expressos em percentagem
de inibicdo da proliferagdo das células tratadas em relacdo as células controlo,
normalizadas para 100%, utilizando a equacdo 2, sendo que se avaliou a proliferacéo

celular 24h e 48h ap0s a irradiacéo.

/O NADH NAD*
oY L o
A U

MTT MTT formazan

Figura 14 - Representacdo esquematica da reacao da reducao de MTT (Liu 1999).
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Para avaliar a proliferacéo celular, descartou-se o meio de cultura e procedeu-se a uma
lavagem com 500uL de PBS em cada poc¢o. Adicionaram-se 150uL de uma solucédo de
MTT (0,5mg/mL; Sigma, EUA) em PBS, pH 7,4 e procedeu-se a uma incubagdo no
escuro, a 37°C, durante 4horas. ApOs a incubacdo, de forma a dissolver os cristais de
formazano, adicionaram-se 150uL de uma solucao 0,04M é&cido cloridrico em isopropanol
e agitaram-se as placas durante 30min. Apés a solubilizacdo dos cristais, 0 contetdo de
cada poco foi transferido para uma placa de 96pogos (Sarstedt, Alemanha), medindo-se
posteriormente a absorvancia num espectrofotometro, no comprimento de onda de 570nm
e um comprimento de onda de referéncia de 620nm (Langdon 2004). Os resultados foram
expressos como percentagem de inibicdo da proliferacdo das culturas celulares apds o
tratamento fotodindmico em relagédo as culturas celulares tratadas apenas com o solvente

dos FS normalizadas a 100%, utilizando a equacéo 2.

(A570nm—A620nm)(Células controlo)
(A570nm—A620nm)(Células tratadas)

% proliferacao = (equacgdo 2)

Esta abordagem foi utilizada com o objetivo de determinar a concentra¢do dos FS que
inibe a proliferagdo das culturas celulares em 50% (IC50). Os resultados obtidos foram

analisados e processados no programa Origin Pro 8.0.

3.3 - Avaliacdo do conteudo proteico pelo ensaio de sulforodamina B (SRB)

O método de SRB utiliza uma sonda que se liga a aminoacidos das proteinas celulares,

0 que permite obter uma estimativa da massa total de proteina, que esta relacionada com o
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namero de células. Comparado com outros ensaios que permitem avaliar a proliferacdo
celular, o método da SRB apresenta varias vantagens, tais como maior sensibilidade,
melhor linearidade e um menor custo.

Para a realizacdo deste estudo, as células foram preparadas de igual modo como para
os estudos de alamar blue e MTT. Procedeu-se a incubacdo com as concentracdes de
25nM e de 50nM dos quatro FS, realizando-se dois controlos, um com células nao tratadas
e outro com o veiculo de administracdo dos FS. O tratamento fotodinamico foi realizado
como descrito anteriormente, e a anélise da proliferacdo foi feita 24h ap06s irradiagéo.

Aquando da anélise da proliferacdo, descartou-se o meio de cultura e efetuou-se uma
lavagem com PBS. Descartou-se de seguida o PBS e realizou-se nova lavagem com agua
ultrapura, que foi igualmente descartada, adicionando-se uma solucdo de 200uL de acido
acético 1% em metanol, de modo a fixar as células, deixando a atuar durante 30min.
Posteriormente descartou-se a solugéo e adicionaram-se as células 200uL de sulforodamina
B, que ficaram a incubar durante 4h ao abrigo da luz. Apds este periodo de tempo, lavou-se
a placa de modo a remover 0 excesso de SRB e ap0s secagem da placa adicionaram-se
200uL de TRIS-NaOH. A leitura da absorvancia foi feita com o comprimento de onda de
540nm, com um filtro de referéncia a 590nm, num espectrofotémetro ELISA (Biotek®
Synergy HT, EUA). Os resultados sdo expressos segundo a percentagem de inibicdo da
proliferacdo das células tratadas em relacdo as culturas controlo, normalizadas para 100%

(Keepers et al. 1991; Longo-Sorbello et al. 2006; Papazisis et al. 1997).
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4 — Avaliagéo da citotoxicidade celular

Neste trabalho, pretendeu-se determinar quais os mecanismos intracelulares pelos
quais os FS inibem a proliferacdo celular. Para isso, recorreu-se a técnica de citometria de
fluxo para avaliar a viabilidade celular e quais as vias de morte que foram induzidas pelo
tratamento fotodinamico, através da dupla marcacdo com anexina V-FITC (AnV) e iodeto
de propideo (IP) assim como ver como é que estas alteracdes se repercutem ao nivel do
ciclo celular. Pretendeu-se igualmente avaliar a existéncia de danos no DNA, através do
ensaio cometa e determinar a expressao da proteina pro-apoptética p53, recorrendo a

técnica de western blot.

4.1 — Avaliacgéo da viabilidade celular.

A viabilidade celular foi determinada por citometria de fluxo, utilizando a técnica de
dupla marcacdo com Anexina V (AnV) acoplada ao fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e iodeto de propideo. A AnV € uma proteina anticoagulante que se
liga com elevada afinidade a fosfolipidos anionicos, tais como fosfatidilserina. Em células
viaveis, ndo-apoptéticas, existe uma distribuicdo assimétrica dos fosfolipidos na bicamada
lipidica, sendo que no folheto externo existe fosfatidilcolina e esfingomielina, enquanto no
folheto interno se encontra fosfatidilserina. Durante a apoptose, ocorre a translocacgdo deste
fosfolipido para o folheto externo, podendo ser identificado através da incubacdo das
células com AnV-FITC. Esta translocacdo da fosfatidilserina deve-se ao facto de ser
identificada por recetores especificos que sinalizam as células com residuos externos deste
fosfolipido para serem removidas do tecido. Este mecanismo ocorre enquanto ainda existe
integridade da membrana celular, sendo um evento caracteristico de apoptose inicial
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(Koopman et al. 1994; van Heerde et al. 2000; Bedner et al. 1999). Por outro lado, o iodeto
de propideo é um corante com a capacidade de se intercalar no DNA celular. Contudo, este
corante ndo consegue atravessar a bicamada lipidica, sendo apenas capaz de intercalar no
DNA quando a integridade da membrana celular se encontra comprometida, o que se
verifica quando as células se encontram em apoptose tardia ou necrose (Darzynkiewicz et
al. 1992).

A aplicacdo deste método de dupla marcacdo AnV-FITC e iodeto de propideo permite
agrupar e classificar a populagdo celular em quatro grupos distintos: grupo |, caracterizado
por células viaveis; grupo Il, onde se encontram células em apoptose inicial; grupo IlI,
composto por células em apoptose tardia/necrose; e, por ultimo, o grupo IV, que
contabiliza as células em necrose. Desta forma, cada um destes grupos possui um perfil de
marcacao caracteristico. Assim sendo, as células viaveis do grupo | apresentam-se
negativas para ambas as marcagfes. As células do grupo Il, encontrando-se em apoptose
inicial e apresentam marcacdo positiva para AnV-FITC, mas negativa para a marcagao
com iodeto de propideo. As células pertencentes ao grupo Il estdo em apoptose
tardia/necrose e apresentam-se positivas para ambas as marcagdes. Por ultimo, as células
caracteristicas do grupo IV apresentam marcacdo negativa para AnV-FITC e positiva para
iodeto de propideo, caracteristica de células necroticas (Bedner et al. 1999).

Para se realizar esta técnica, utilizaram-se 3 milhdes de células obtidas apés
centrifugacdo a 1300g, durante 5min de uma suspensdo celular. O pellet obtido foi
ressuspenso em PBS realizando-se nova centrifugacdo. O pellet resultante foi ressuspenso
em 100pL de tampédo de ligacdo e incubou-se as células com 1uL de AnV-FITC e 5uL de
iodeto de propideo (KIT Immunotech, Beckman Coulter, Republica Checa). Apos a
incubacdo realiza-se a analise no citometro, utilizando os comprimentos de onda de

excitacdo de 525nm para AnV-FITC e de 640nm para o iodeto de propideo. Os resultados
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desta técnica de dupla marcacdo sdo apresentados na forma de percentagem de células

presentes em cada grupo.

4.2 - Avaliagéo do ciclo celular

O ciclo celular consiste na sequéncia de eventos pelos quais uma célula duplica o seu
material genético e se divide em duas células-filhas idénticas entre si. Este ciclo divide-se
em quatro fases principais: a fase S, na qual o material genético é replicado apenas uma
vez e, posteriormente, na fase M (mitose), os cromossomas duplicados sdo distribuidos
equitativamente pelas células-filhas. Entre estas duas fases, existem outras duas,
denominadas G1 e G2 (gap-1 e gap-2), sendo que a fase G1 precede a fase S e a fase G2
precede a mitose (Tessema et al. 2004). Assim sendo, recorreu-se a analise do ciclo celular
por citometria de fluxo para verificar a existéncia de alteracBes induzidas apds o
tratamento fotodindmico com os FS considerados neste trabalho. Para se realizar a anlise
do ciclo celular, centrifugou-se uma suspensdo celular com aproximadamente trés milhdes
de células a 1300g, durante 5Sminutos, tendo-se descartado o sobrenadante. Ao pellet,
adicionaram-se 200uL de etanol a 70% com o tubo em agitacdo num vortex, tendo-se
incubado durante 30 minutos, a 4°C, no escuro. Apo6s a incubacdo, adicionaram-se 2mL de
PBS e procedeu-se a nova centrifugacdo a 1300g, durante 5min. De seguida, descartou-se 0
sobrenadante e adicionaram-se 250uL de iodeto de propideo (PI/Solucdo de RNase),
agitou-se suavemente e incubou-se durante 15minutos, no escuro e a temperatura
ambiente. A detecdo foi efetuada utilizando o comprimento de onda de excitagcdo de

488nm.
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4.3 — Avaliacédo de danos no DNA pelo ensaio cometa

A avaliagdo de danos ao nivel do DNA de uma célula eucari6tica individual assume
cada vez mais um papel fundamental no que diz respeito a avaliagdo dos efeitos de
compostos toxicos, de novos farmacos, de genotoxicidade, entre outros fatores. O ensaio
cometa, ou electroforese em gel de células individualizadas (SCGE, do inglés Single Cell
Gell Electrophoresis) € um método versatil, sensivel, simples e econémico que permite
avaliar dano no DNA (e reparagdo) em ceélulas individualizadas. Este ensaio permite
detetar quebras tanto em cadeias duplas como em cadeias simples, detetar locais apurinicos
e apirimidinicos, cross-links no DNA, danos nas bases ou pares de bases e nucleos
apoptdticos nas células (Nandhakumar et al. 2011). Este método combina a eletroforese em
gel de DNA com microscopia de fluorescéncia de forma a visualizar a migragdo das
cadeias de DNA de células individuais incorporadas em agarose. Deste modo, se 0 DNA
carregado negativamente possuir quebras, as supercoils de DNA sdo relaxadas e as
extremidades quebradas podem migrar em dire¢do ao anodo durante a eletroforese. Caso o
DNA n&o possua danos, a auséncia de extremidades livres e o elevado tamanho dos
fragmentos evitam a migracdo. A quantificacdo da quantidade relativa de DNA que migra
constitui um método simples de quantificar o nimero de quebras no DNA de uma Unica
célula (Olive et al. 2006). A terminologia de “ensaio cometa” foi introduzida na década de
90, apés uma modificacdo do método original, desenvolvido por Ostling e Johanson,
devido ao aspeto que o DNA danificado apresentava. Assim sendo, a cabeca do cometa
continha 0 DNA de elevado peso molecular e a cauda do cometa continha as extremidades
dos fragmentos que tinham migrado. Estes “cometas” podiam ser medidos em tempo real,
a partir de imagens digitalizadas e usando software adequado. O momento da cauda

(medida da quantidade de DNA e a sua distribuicdo na cauda), bem como o comprimento
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da cauda e a percentagem de DNA nela contido, sdo caracteristicas comummente utilizadas
para a quantificagdo do dano no DNA (Olive et al. 2006).

Recorreu-se a este método de modo a avaliar a existéncia de danos no DNA induzidos
pelos FS e a possivel existéncia de diferencas nos danos causados pelos diferentes FS, bem
como as diferencas entre as concentragdes consideradas. Foram igualmente preparados
controlos em simultdneo com todos 0s ensaios.

Antes de sujeitar as celulas ao ensaio cometa, as culturas celulares foram incubadas
com as concentragdes de 25nM e 50nM de cada fotossensibilizador e irradiadas, com um
fluxo de 7,5mW/cm? até atingir 10J, 24h ap6s a incubagdo com os FS. Os ensaios cometa
foram efetuados 24h ap06s a irradiacao.

Inicialmente foram revestidas laminas de vidro (Star Frost, Alemanha) com uma
camada de agarose utilizando uma solucdo de 1,5% de Normal Melting Point Agarose
(NMPA,; Sigma, EUA). As suspensoes celulares foram centrifugadas a 1300g, durante
5min, e foram posteriormente diluidas de modo a obter suspensdes celulares com cerca de
50000 células. Preparou-se agarose que constituiria a camada superior nas laminas, a low
melting point agarose (LMPA; Sigma, EUA) a 1%. Esta agarose, como o nome indica,
possui um ponto de fusdo mais baixo, sendo adicionada as células a uma temperatura de
37°C, temperatura de cultura da linha celular. Prepararam-se microtubos eppendorf® com
solucdo de LMPA 1% e suspensdo celular, numa proporcdo de 1:1, homogeneizou-se
cuidadosamente e colocou-se sobre as laminas revestidas com NMPA, tendo-se deixado a
solidificar a segunda camada de agarose a 4°C, durante 30 minutos. Apos a solidificacéo,
colocaram-se as laminas em solucdo de lise (25mM de NaCl [Sigma, EUA], 100 mM de
EDTA [Sigma, EUA], 10mM de Tris [Sigma, EUA], 1% de Triton X-100 [Merck,
Alemanha], 10% de DMSO [Sigma, EUA]) durante a noite, a 4°C, para promover a

formacéo de poros e posterior destruicdo da membrana citoplasmatica. Posteriormente, as
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laminas foram colocadas em tampéo de eletroforese (300mM de NaOH e 1mM de EDTA),
durante uma hora, de modo que as células adquirissem caracteristicas alcalinas, tendo este
tampédo pH> 13. A eletroforese foi realizada com tensédo de 25mV e corrente de 1000 mA
durante 15minutos, a 4°C, numa tina de eletroforese horizontal (BioRAD, EUA). As
laminas foram depois submetidas a solucdo de neutralizacdo (Tris a 0,4M), tendo-se
realizado trés lavagens com este tampao, durante 5minutos. As laminas foram guardadas e,
antes da sua observagdo, foram coradas com brometo de etideo 1x (Dilui¢do 1:10 a partir
de solugdo de 20ug/mL BioRAD), durante 20 minutos.

As observacdes foram realizadas num microscépio Motic AE31 equipado com sistema
de epifluorescéncia Motic AE31 EF-INV-II com lampada de halogéneo de mercurio de
100 watts. Para a observacdo da fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio utilizou-se
filtro de excitacdo 540+25nm, beam splitter de 565nm e filtro de emissdo de 605+55nm.
As imagens foram adquiridas em camara Moticam 5000 Cooled acoplada a computador
dedicado com o software Motic Images Advanced 3.2. foram adquiridas imagens de forma
a se obterem cerca de 100 exemplares de cometas de cada condi¢do de tratamento. Em
todas as imagens adquiridas, os cometas obtidos foram analisados utilizando o software
Comet score™, de modo a calcular os pardmetros do comprimento de cauda, percentagem
de DNA na cauda e 0 momento de cauda. Este parametro é expresso como o produto do

comprimento de cauda pela percentagem de DNA na cauda (Zhang et al. 2013).

4.4 — Avaliacdo da expressdo da proteina p53

A proteina p53 é uma proteina supressora tumoral codificada pelo gene TP53. Esta

proteina é responsavel pela estabilidade genética, desempenhando diferentes papéis na
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paragem do ciclo celular, apoptose, senescéncia e diferenciacdo. Mutagdes que provoquem
inativacdo desta proteina sdo ubiquas e podem ser detetadas tanto em cancros familiares
como esporadicos (Inoue et al. 2012). De modo a verificar se o tratamento fotodindmico
induzia alteracBes dos niveis de expressdo da p53 recorreu-se a técnica de western blot
(WB). Esta técnica é um método utilizado em biologia molecular, bioquimica ou
imunogenética, para detetar proteinas de uma determinada amostra de um tecido
homogeneizado ou extrato celular. Neste método, recorre-se a um gel de eletroforese para
separar proteinas desnaturadas através das diferencas de peso molecular. As proteinas sao
posteriormente transferidas para uma membrana, sendo as mais comuns as de nitrocelulose
ou as de difluoreto de polivinilideno (PVDF), sendo depois detetadas através do uso de
anticorpos especificos contra a proteina alvo de estudo (anticorpo primario). Apos a
marcacdo da proteina em estudo com o anticorpo primario, a sua identificacdo é
conseguida com recurso a um anticorpo secundario, que ligue especificamente ao anticorpo
primario. O anticorpo secundario pode ser marcado e visualizado através de um filme. Este
filme pode ser armazenado e ser visualizado a qualquer momento para quantificacdo dos
niveis proteicos (Yang et al. 2009). O WB oferece as seguintes vantagens: as membranas
adsorventes sdo flexiveis e de facil manuseamento; as proteinas imobilizadas na membrana
encontram-se acessiveis para diferentes ligandos; utiliza pequenas quantidades de
reagentes de transferéncia; é possivel obter varias réplicas de um gel; podem armazenar-se
os padrdes da eletrotransferéncia durante muito tempo; a proteina transferida pode ser
usada para varias analises sucessivas (Kurien et al. 2006).

Inicialmente prepararam-se suspensdes celulares com aproximadamente 6 milhGes de
células, tendo-se efetuado uma centrifugacdo a 13009, durante Sminutos. De seguida,
procedeu-se a uma lavagem com PBS e realizou-se nova centrifugacdo nas mesmas

condig0es referidas anteriormente. Descartou-se 0 sobrenadante e adicionaram-se 200uL
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de tampéo RIPA (tampé&o de radioimunoprecipitagdo) suplementado com Complete Mini
(cOmplete, Mini, Roche, Canada) e DTT. O conteudo foi transferido para um microtubo
eppendorf®, procedendo-se a agitagdo no vortex. As amostras foram sujeitas a sonicagéo,
com uma amplitude de 15 em trés ciclos de 15 segundos cada. Apds a sonicagdo, as
amostras foram centrifugadas a 14000g, durante 10 minutos, a uma temperatura de 4°C, e
0s sobrenadantes resultantes foram transferidos para novos microtubos e posteriormente
armazenados a -80°C.

Para a quantificagdo de proteina das amostras utilizou-se o método de BCA (BCA™
protein assay kit [Pierce, EUA]), de acordo com o protocolo definido pelo fornecedor.
Antes da aplicagdo das amostras na eletroforese, estas foram descongeladas e
homogeneizadas por vortex e desnaturadas a 95°C, num banho seco, durante 5 minutos,
apos solubilizacdo em solucdo desnaturante (250mM de Tris a pH 7,4, 30% de glicerol,
10% de SDS, 10mM de B-mercaptoetanol e 0,05%) de azul de bromofenol

Para realizar a eletroforese, polimerizaram-se géis de acrilamida a 10%, que foram
posteriormente colocados no sistema com o tampdo de eletroforese [(25mM de Tris-HCI,
192mM de glicina, 0,1% (v/v) de SDS (Bio-Rad, EUA)], tendo sido aplicadas as amostras
e 0 correspondente padrdo de pesos moleculares (Precision Plus Standards, Dual Color,
Bio-Rad, EUA). A eletroforese foi realizada durante 30 minutos inicialmente com uma
diferenca de potencial de 80V e posteriormente com 150V, sendo que no fim da corrida os
géis foram colocados em contato com membranas de PVDF (Milipore®, EUA) ativadas
com metanol. De seguida, procedeu-se a eletrotransferéncia com um potencial de 100V,
em tampdo com 100mM de CAPS, pH 11 ((N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid)
(Sigma, EUA). Apés a eletrotransferéncia, as membranas foram bloqueadas com solugéo
de TBST-BSA a 4% (Tris-Buffered Saline Tween-20), a temperatura ambiente. Apos uma

hora, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario da p53, durante a noite,
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com agitacdo constante e a 4°C. Ap0s esta incubacdo, realizaram-se lavagens com TBS-T a
1%, tendo-se incubado posteriormente com o anticorpo secundario adequado, durante uma
hora, com agitacdo constante e a temperatura ambiente, periodo apds o qual se repetem as
lavagens com TBS-T a 1%. As membranas foram, depois, incubadas com substrato
enzimatico (ECF Western Blotting, Amersham Biosciences, Reino Unido) durante
aproximadamente 5 minutos e reveladas por leitor de fluorescéncia (Typhoon FLA 9000,
Suécia).

Apos esta analise as membranas foram incubadas com o anticorpo contra a actina,
utilizada como controlo da quantidade de proteina, efetuando o mesmo procedimento

descrito.

5 — Avaliacao do stresse oxidativo e das defesas antioxidantes

Neste trabalho, pretendeu-se avaliar qual o efeito dos FS e consequente tratamento
fotodindmico no stresse oxidativo. Para isso, recorreu-se a técnica de citometria de fluxo
para a avaliar a producdo intracelular de peroxidos, através da marcacdo com a sonda
DFCH,-DA (2-7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate) € a producdo intracelular do
radical superéxido (O;"), através da marcacdo com a sonda DHE (dihydroethidium).De
modo a avaliar alteracdes ao nivel do potencial de membrana mitocondrial recorreu-se a
marcacdo com a sonda 5,5’,6,6 -tetrachloro-1,18,3,3-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine
iodide (JC-1) De modo a avaliar as defesas antioxidantes, recorreu-se a citometria de fluxo
para avaliar a expressdao do glutatido reduzido (GSH) utilizando a marcacdo com o
alaranjado de mercurio e determinou-se a atividade da enzima superoxido dismutase

(SOD), utilizando um kit especifico.
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5.1 — Avaliacéo da producao intracelular de peroxidos

A producdo intracelular de peroxidos ap6s o tratamento fotodindmico foi determinada
por citometria de fluxo, através da quantificagdo da oxidagdo intracelular da sonda 2’-7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH,-DA, Sigma, EUA). Esta é uma sonda nao-
fluorescente lipossolivel que atravessa a membrana celular devido & presenga dos grupos
acetatos. Estes, no interior da célula, sdo removidos por esterases, levando a acumulacao
de DCFH, no citosol. Esta molécula é oxidada por perdxidos intracelulares, levando a
formagdo de 2’-7’-diclorofluoresceina (DCF) que é altamente fluorescente. Esta reacdo
esta descrita na figura 15. Esta sonda emite fluorescéncia de cor verde com o comprimento
de onda de 530nm, quando excitada com um comprimento de onda de 488nm, sendo a
intensidade de fluorescéncia proporcional a concentracdo intracelular de perdxidos, dos
quais se destaca a importancia do perdxido de hidrogénio (H.O;) (Carter et al. 1994;
O’Malley et al. 2004; Bromme et al. 2008).

Para esta avaliacdo, centrifugou-se uma suspenséo celular com cerca de 3 milhdes de
células com 1300g, durante 5min. Ressuspendeu-se o pellet em PBS e realizou-se a
incubacdo com DCFH,-DA numa concentragdo de 5uM, dissolvida em dimetilformamida
a 1mM, durante 45 minutos, na auséncia de luz e a uma temperatura de 37°C (Molecular
Probes®, InvitrogenTM, pais). De seguida, centrifugou-se a suspensdo celular a 1300g,
durante 5min e ressuspendeu-se o pellet em 400uL de solucdo tampéo PBS. A detecédo por
citometria de fluxo foi realizada usando um comprimento de excitacdo de 504nm e de
emissdo de 529nm. Os resultados sdo apresentados como média das intensidades de

fluorescéncia.
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Figura 15 - Representacdo esquematica da reacdo de DCFH a DCF, que permite a
detecdo de peroxidos intracelulares. A sonda DCFH,-DA ¢é transformada em DCFH por
acdo de esterases intracelulares. Este intermediario, por oxidacao induzida pelos peroxidos,
forma DCF (Retirado de Gomes et al. 2005).

5.2 — Avaliacéo da producéo intracelular do radical superoxido

Recorrendo a técnica de citometria de fluxo, p6de-se avaliar a producéo intracelular do
radical superdxido, utilizando a sonda dihidroxietideo (DHE, Sigma, EUA). Esta sonda é
capaz de atravessar facilmente a bicamada lipidica da membrana celular, sendo que é
oxidada pelo radical superoxido a etideo. Este € um composto que se intercala no DNA e
que emite fluorescéncia de cor vermelha. Esta reacdo é especifica para o radical
superdxido, visto que para a oxidacdo induzida por peréxido de hidrogénio e acido

hipocloroso é minima (Zhao et al. 2003; Tarpey et al. 2004; Brandes et al. 2005).
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Para realizar este procedimento, centrifugou-se uma suspenséo celular com cerca de 3
milhdes de células a 1300g, durante 5min e ressuspendeu-se o pellet em tampdo PBS. De
seguida, procedeu-se a incubacdo da suspensdo celular com DHE dissolvido em DMSO,
numa concentracdo final de 5uM (Dernbach et al. 2004; Laranjo 2010), durante 15
minutos a 37°C, na auséncia de luz. Ap0s a incubacdo, procedeu-se a nova centrifugacao,
com posterior ressuspensao em 400uL de tampédo PBS. A detecdo foi efetuada com um

comprimento de onda de excitacdo de 620nm.

5.3 — Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

A passagem de eletrbes na cadeia respiratoria mitocondrial durante a fosforilagdo
oxidativa liberta energia que é armazenada na forma de gradiente protdnico. Para além
disso, € gerado também um gradiente eletroquimico, denominado por potencial de
membrana mitocondrial (A¥y,). Em células viaveis, A¥Y, assume valores entre 180-200mV
(Bedner et al. 1999).

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial pode ser um método de avaliar
morte celular, visto que o decréscimo nos valores de A¥,, € um dos eventos iniciais da
apoptose. Estudos indicam que interacGes entre membros da familia de proteinas Bcl-
2/Bax que se localizam na membrana mitocondrial e a formagdo de homo ou
heterodimeros parecem desempenhar um papel importante no controlo de AWy, (Bedner et
al. 1999).

A sonda 5,5’,6,6 -tetrachloro-1,18,3,3-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide
(JC-1) é uma sonda fluorescente capaz de medir especificamente alteragdes no A¥n

(Bortner et al. 1999). O JC-1 é um catido lipofilico com a capacidade de formar agregados
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(A) ou mondmeros (M), dependendo do estado do potencial de membrana mitocondrial
(polarizado versus despolarizado). As duas formas de JC-1 emitem fluorescéncia a
comprimentos de onda diferentes. Nas células viaveis, o elevado A¥, permite a formacéo
de agregados de JC-1, que sdo detetaveis através de emissdo de fluorescéncia ao
comprimento de onda de 585nm (fluorescéncia vermelha). Quando ha diminuicdo do
potencial de membrana mitocondrial, ou despolarizagdo da célula, JC-1 é extrusado da
mitocondria na forma de mondmeros, o que pode ser identificado por emissdo de
fluorescéncia a um comprimento de onda de 525nm (fluorescéncia verde). Deste modo, a
razdo entre a fluorescéncia emitida pelo JC-1 na forma de monémeros e a fluorescéncia
emitida na forma de agregados (M/A), determinada por citometria de fluxo, é indicativo de
uma estimativa do potencial de membrana mitocondrial (Bortner et al. 1999; Salvioli et al.
1997; Bedner et al. 1999; Wagner et al. 2003).

Para a realizacdo deste procedimento, centrifugou-se uma suspenséo celular com cerca
de 3 milhdes de células a 13009, durante 5minutos, ressuspendendo-se o pellet em tampéo
PBS. De seguida, as células foram incubadas com 1uL de JC-1 a partir de uma solucéo
com concentracdo de 5mg/mL, (Molecular Probes®, InvitrogenTM) ao abrigo da luz, a
uma temperatura de 37°C, durante 15minutos (Laranjo 2010). A detecdo foi efetuada
utilizando a um comprimento de onda de excitacdo de 490nm (Wagner et al. 2003). Os
resultados obtidos devem ser apresentados como a média de intensidade de fluorescéncia
(MIF), tanto para a forma de monomeros, bem como para a forma de agregados,

calculando-se posteriormente a razdo M/A.
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5.4 — Avaliagao da expressdo do glutatido reduzido

O glutatido reduzido (GSH) é um nucledfilo forte e confere protecdo as células contra
danos advindos de radicais livres, oxidantes e eletréfilos. A modulagdo das concentragdes
de GSH pode influenciar a sensibilidade das células a radioterapia, bem como o efeito
citotoxico de diferentes agentes quimioterapéuticos (Rice et al. 1986). Em 1975, foi
desenvolvido um método rapido e simples para marcacdo de GSH, de modo a evitar o
recurso a métodos de citometria de fluxo que envolvessem a utilizagdo de luz ultravioleta
(UV). Este novo método baseia-se no uso de um composto denominado alaranjado de
mercurio. Este composto liga-se aos grupos sulfidril das proteinas, sendo que a sua cinética
de ligagdo ao GSH é superior a da sua ligagdo aos grupos sulfidril referidos anteriormente
(O’Connor et al. 1988). Assim sendo, para a detecdo de GSH, centrifugou-se uma
suspensdo celular com aproximadamente 3milhdes de células a 1300g, durante 5min,
tendo-se ressuspenso o pellet em 1ml de tampéo PBS. De seguida, adicionou-se alaranjado
de mercurio (Sigma, EUA) a uma concentragdo de 40uM, incubando-se a 37°C, na
auséncia de luz, durante 15min. Ap6s a marcacdo, as células foram novamente
centrifugadas a 1300g, durante 5min e ressuspendeu-se o pellet em 400uL de PBS. A

detecdo foi efetuada com o comprimento de onda de excitagdo de 620nn.

5.5 — Determinagdo da atividade da superoxido dismutase

Como foi referido anteriormente, a terapia fotodindmica pode levar a morte celular por
induzir elevados niveis de espécies reativas de oxigénio, sendo que esse aumento pode ser
devido por atividade alterada das enzimas responsaveis pela diminuicdo das ROS quando

estas atingem niveis toxicos para as células. No que diz respeito a enzima superoxido
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dismutase (SOD), esta converte o radical superoxido em oxigénio molecular e peroxido de
hidrogénio. Existem trés tipos de SOD, que se encontram altamente compartimentalizadas:
a SOD contendo manganésio no seu centro ativo que se localiza na mitocéndria; a SOD
contendo cobre e zinco no local ativo que se encontra no citoplasma e no nucleo e, por
altimo, existe igualmente SOD extracelular (Weydert et al. 2010).

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a atividade da SOD, de modo a verificar se as
alteracBes ao nivel da producdo intracelular do radical superoxido se deviam a uma
atividade alterada desta enzima. Existe diversos métodos para a determinacgdo da atividade
da SOD, tanto diretos como indiretos. Neste trabalho, para a determinacéo da atividade da
superoxido dismutase utilizou-se um kit que consistiu na utilizacdo de uma sonda
altamente solivel em 4&gua, a WTS-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt). A taxa de reducdo com oxigénio
molecular esté linearmente relacionada com a atividade da xantina oxidase e € inibida pela
SOD. Este metodo permite determinar a atividade da SOD através de um método
colorimétrico, analisando-se a absorvancia com o comprimento de onda de 440nm, que é
proporcional a quantidade de radical superoxido (SOD determination Kit, Fluka

Analytical®, Suica).

6. Analise estatistica

O tratamento estatistico foi efetuado recorrendo ao software IBM SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) Statistics versdo 20. Na analise descritiva dos resultados

quantitativos obtidos foi realizada com recurso a medidas de tendéncia central (media), de
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localizacdo (mediana) e de dispersdo (desvio-padrdo e amplitude inter-quartil), de acordo
com a distribuicdo estatistica dos valores observados.

Na andlise estatistica inferencial, a normalidade das distribuicdo dos valores foi
avaliada com recurso aos testes de Shapiro-Wilk (quando n < 30) e de Kolmogor-Smirnov
(em caso contrario). Na comparacdo das condi¢des experimentais com o controlo no que
diz respeito & andlise dos resultados relativos ao conteddo proteico, stresse oxidativo,
defesas antioxidantes, potencial de membrana mitocondrial e expressdo da proteian p53,
foi utilizado o teste t de Student para uma média, obtendo-se a comparagdo de cada
condicdo com o valor dos controlos, aos quais as medi¢cdes foram normalizadas. Foi
utilizada a correccao de Bonferroni nas comparacdes realizadas.

Na avaliacdo da viabilidade celular, alteracdes do ciclo celular e danos no DNA as
diferentes condigfes foram comparadas utilizando o teste ANOVA (Analysis of Variance)
de um fator no caso de existir normalidade da distribuicdo subjacente e homogeneidade de
variancias, avaliada pelo teste de Levene, ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis no
caso contrario. As comparagdes multiplas foram realizadas com correcéo de Bonferroni.

No que diz respeito a avaliacdo da viabilidade celular pelo método de azul de tripano e
na avaliacdo da captacédo celular, as comparacdes entre as duas condi¢Bes avaliadas foram
realizadas utilizando o teste paramétrico t de Student para amostras independentes ou o
teste ndo parametrico correspondente de Mann-Whitney, dependendo da normalidade da
distribuicéo subjacente.

Na analise de proliferacdo celular segundo o método de MTT e alamar blue, 0s
valores experimentais obtidos foram ajustados a um modelo sigmoidal de dose — resposta

utilizando o software OriginLab v. 8.0:

100
1 + 10p-(logxo—x)

Proliferacio (%) =
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onde x, corresponde ao valor que inibe a proliferacdo a 50% (ICsp). A comparacao dos
valores obtidos entre diferentes condicOes terapéuticas para 0 mesmo tempo de incubacao
foi realizada segundo o teste ANOVA de um fator, com comparac¢es maltiplas de acordo
com a correcdo de Bonferroni. A comparacao entre os dois tempos de incubacao estudados
para cada linha celular foi realizada com recurso ao teste t de Student para amostras

independentes.
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Resultados

Os métodos descritos no capitulo anterior foram utilizados com o intuito de avaliar o
potencial de quatro compostos fotossensibilizadores para terapia fotodindmica no
retinoblastoma, com o objetivo de avaliar os seus efeitos citotoxicos, bem como avaliar os

seus efeitos ao nivel da producdo de espécies reativas de oxigénio.

1 — Determinacéo da viabilidade celular pelo método de azul de tripano

De modo a ser possivel realizar o tratamento fotodindmico na linha Y79 foi induzido o
crescimento das células da linha Y79 em cultura aderente, através da utilizacdo de
revestimento das placas multipoco com poli-D-lisina. De modo a validar este processo
comparam-se culturas celulares mantidas em suspensdo com culturas nas quais a adesao foi
induzida pelo revestimento com poli-D-lisina, em termos de viabilidade e crescimento
celular. Assim, na figura 16 encontram-se representadas as curvas de crescimento obtidas
pelo método de exclusdo do azul de tripano para as culturas celulares aderentes e em

suspensao.
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Figura 16 — Comparacéo do crescimento da linha celular Y79 em cultura
aderente e cultura em suspensdo. Avaliacdo do numero de células pelo
método de exclusdo do azul de tripano. Os resultados representados
correspondem a média e ao desvio padrao de n=8.
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Comprovou-se que ndo existem diferengas significativas na curva de crescimento da
linha celular humana de retinoblastoma Y79 quando cultivadas em cultura aderente ou em

suspensdo ao longo do periodo de tempo considerado.

2 — Estudos de captacao

O grafico da figura 17 apresenta os resultados referentes a captacdo celular dos trés
fotossensibilizadores, ACS500, ACS 881F1 e ACS971 pela linha celular Y79. Em relacédo
ao FS ACS500, a sua captacdo deverd ser inferior ao limite de detecdo do fluorimetro
utilizado neste estudo, que corresponde a cerca de 0,07uM, resultado assinalado por # no

grafico da figura 17.
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Figura 17 — Captacao celular dos fotossensibilizadores nas células Y79. Os
resultados encontram-se expressos como a média e o desvio padrdo de n>5. As
diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo encontram-se
assinaladas com *, tendo-se considerado um nivel de significancia de 0,05. O
simbolo # indica capta¢do ndo detetavel, verificado com o ACS 500.
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As células da linha Y79 apresentaram uma concentragdo intracelular do FS ACS
881F1 de 0,17+0,06uM duas horas apos incubacao, 0,20+0,05uM apés 6h, 0,24+0,06uM
24h apo6s a incubacdo e 0,25+0,06uM 48h ap6s a incubacdo, nao se verificando alteracdes
significativas ao longo do tempo (p>0,05), existindo, contudo, uma tendéncia para 0 seu
aumento. No que diz respeito a captacdo do FS ACS 971, a concentracdo celular
determinada apdés 2h de incubagdo foi de 0,23+0,07uM, 0,27£0,10uM apds 6h de
incubacédo, 0,19+0,06uM apds 24h de incubacéo e 0,21+0,08uM apds 48h de incubacdo,
ndo existindo diferencas significativas entre as concentracdes intracelulares determinadas
nos diferentes tempos considerados (p>0,05). No que diz respeito as concentracdes
intracelulares observadas com os dois FS, verificamos que a captacdo do FS ACS881F1 ¢
significativamente superior a captacdo do FC ACS971 24h ap6s o inicio da incubacdo com

0s FS (p=0,030).

3 — Estudos de citotoxicidade

De modo a avaliar o efeito do tratamento fotodindmico com base nos FS escolhidos
nas culturas celulares de retinoblastoma realizaram-se ensaios de citotoxicidade. Assim,
realizou-se o ensaio de alamar blue e o ensaio de MTT, que avaliam a viabilidade de
forma indireta através de reacdes metabolicas e, posteriormente, avaliou-se a viabilidade

celular recorrendo ao ensaio de sulforrodamina B (SRB), que avalia a biomassa proteica.
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3.1 - Ensaio de alamar blue

efeitos dos FS estudados na citotoxicidade. Na figura 18 encontram-se representadas as
curvas de dose resposta ao tratamento fotodinamico com os quatro FS considerados neste

trabalho, ACS 500 (figura 18A), ACS 881F1 (figura 18B), ACS 971 (figura 18C) e ACS

1102 (figura 18).
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Figura 18 — Curvas de dose resposta das células de retinoblastoma Y79 ao
tratamento fotodindmico. Os resultados foram obtidos pelo ensaio alamar blue ap6s
24h e 48h do tratamento fotodindmico com (A) ACS 500, (B) ACS 881F1, (C) ACS
971 e (D) ACS 1102. As curvas representam o ajuste dos resultados ao modelo
sigmoide de dose-resposta e cada ponto experimental corresponde a média e ao desvio
padrao de n>5 para cada ponto experimental.
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Através da andlise destas curvas verificou-se que a resposta apds o tratamento
fotodindmico com os quatro fotossensibilizadores é dependente da concentracdo a qual as
células foram submetidas e do tempo de incubacdo. Na Tabela 4 encontram-se
sistematizados os valores de 1C50 dos diferentes compostos para as 24h e as 48h. Podemos
verificar que, para o0 composto ACS 500, as 24h se obteve um valor de IC50 de 70,8nM,
enquanto para o ACS 881F1 se obteve o valor de 96,64nM. No que diz respeito aos FS
ACS 971 e ACS 1102, os valores de IC50 determinados pelo ensaio de alamar blue foram
de 63,30nM e de 55,22nM, respetivamente. Apds 48h, verifica-se uma tendéncia para o
aumento nos valores de IC50 para os quatro FS considerados, nomeadamente, 105,05nM,
105,95nM, 104,89nM e 101,84nM para os compostos ACS 500, ACS 881F1, ACS 971 e
ACS 1102, respetivamente. No entanto, ndo existem diferencas significativas entre os dois

tempos considerados para nenhum dos FS estudados (p>0,05).

Tabela 4 — Valores de 1C50, determinado pelo ensaio de alamar blue, dos FS ACS500, ACS
881F1, ACS 971 e ACS 1102 na linha de retinoblastoma humano Y79 ap6s 24h e 48h do
tratamento fotodindmico. Os resultados do IC50 e respetivo intervalo de confianca a 95% estdo
expressos em nM. Para o célculo do IC50 foram utilizados n>5. O r* das curvas de dose-resposta
ajustadas aos pontos experimentais com assimptotas fixas em 0 e 100, a partir das quais se
calcularam os IC50 é igual ou superior a 0,90 para as 24horas e igual ou superior a 80 para as
48horas.

ACS 500 ACS 881F1 ACS 971 ACS 1102

24h 70,8nM 96,64nM 63,30nM 55,22nM
[41,35; 121,25] [46,34; 201,53] [34,37; 116,59] [32,23; 94,598]

48h 105,05nM 105,95nM 104,89nM 101,84nM
[40,79; 270,52] [45,68; 245,79] [57,70; 190,68] [43,59; 237,97]

Na comparagdo entre os quatro FS também ndo foi possivel observar diferencas

significativas entre a resposta induzida pelo tratamento fotodindmico (p>0,05).
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3.2-Ensaio de MTT

Na figura 19, encontram-se representadas as curvas de dose resposta com o tratamento
fotodinamico, para os compostos ACS 500 (figura 19A), ACS 881F1 (figura 19B), ACS
971 (figura 19C) e ACS 1102 (figura 19D), determinadas com o ensaio de MTT.
Confirmou-se que a resposta ao tratamento fotodindmico com 0s quatro
fotossensibilizadores estudados é dependente da concentracdo de FS a qual as células sdo
submetidas, bem como dependente do tempo de incubacdo. Na Tabela 5 encontram-se

esquematizados os valores de IC50 dos diferentes FS para os tempos considerados.
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Figura 19 — Curvas de dose resposta das células de retinoblastoma Y79 ao tratamento
fotodindmico obtidas com o ensaio de MTT. Curvas de dose resposta ao tratamento

fotodinamico ap6s 24 e 48h com (A) ACS 500, (B) ACS 881F1, (C) ACS 971 e (D) ACS
1102. As curvas representam o ajuste dos resultados ao modelo sigmoide de dose-
resposta e cada ponto experimental corresponde a média e ao desvio padrao de n>5 para
cada ponto experimental.
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Podemos verificar que, para o composto ACS 500, as 24h se obteve um valor de 1C50
de 28,67nM, enquanto para o ACS 881F1 se obteve o valor de 20,65nM. No que diz
respeito aos FS ACS 971 e ACS 1102, os valores de IC50 determinados pelo ensaio de
alamar blue foram de 16,13nM e de 8,80nM, respetivamente. J& 48h apos o tratamento,
valores de IC50 determinados foram de 26,6nM, 15,84nM, 32,60nM e 41,25nM para 0s
compostos ACS 500, ACS 881F1, ACS 971 e ACS 1102, respetivamente. Verificou-se que
existem diferencas significativas entre a resposta ao tratamento fotodindmico ap6s 24h e
apos 48h no tratamento com os FS ACS 971 (p=0,020) e ACS 1102 (p<0,001), sendo que

para os restantes compostos néo se observaram diferengas significativas (p>0,05).

Tabela 5 — Valores de I1C50, determinado pelo ensaio de MTT, dos FS ACS500, ACS 881F1,
ACS 971 e ACS 1102 na linha de retinoblastoma humano Y79 apés 24h e 48h do tratamento
fotodindmico. Os resultados do IC50 e respetivo intervalo de confianca a 95% estdo expressos em
nM. Para o calculo do IC50 foram utilizados n>5. O r” das curvas de dose-resposta ajustadas aos
pontos experimentais com assimptotas fixas em 0 e 100, a partir das quais se calcularam os IC50 é
igual ou superior a 0,90. O simbolo * indica diferencas significativas nos valores de 1C50 entre 24h
e 48h para cada fotossensibilizador. O simbolo # indica diferengas significativas entre os valores de
IC50 dos fotossensibilizadores para 0 mesmo tempo de incubacdo considerado.

ACS 500 ACS 881F1 ACS 971 ACS 1102
24h 28,67/nM 20,65nM 16,13nM 8,80nM
[23,04; 35,68] [14,81; 28,79] [9,19; 28,31] [4,88; 15,88]
# * *#
48h 26,6nM 15,84nM 32,60nM 41,25nM
[15,23; 46,46] [6,17; 40,67] [24,60; 43,20] [29,79; 57,12]

Comparando FS verificou-se que existem diferencas significativas na resposta ao
tratamento fotodindmico com os fotossensibilizadores ACS 500 e ACS 1102 as 24h apds

irradiacdo (p=0,010).
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3.3 - Ensaio de sulforrodamina B

Para a realizacdo do estudo de viabilidade, tendo em conta o conteudo proteico,

recorreu-se ao ensaio de sulforrodamina B. Os resultados encontram-se apresentados na

figura 20.
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Figura 20 — Avaliacdo do contetdo proteico pelo ensaio de sulforrodamina B 24 horas
apos o tratamento fotodinamico com os FS ACS 500, ACS 881F1, ACS 971 e ACS 1102,
nas concentragdes de 25nM e de 50nM. Os resultados encontram-se apresentados como a
percentagem de proliferacdo em relacdo as culturas controlo, que foram ajustadas a 100%,
expressando a média e desvio padrdo de n>6. As diferengas significativas em relacdo ao

controlo encontram-se assinaladas com *, tendo-se considerado um nivel de significancia de
0,05.

Através da analise do grafico da figura 20, podemos verificar que existe um
decréscimo significativo no conteddo proteico apés o tratamento fotodindmico com 50nM
de ACS 500 (p=0,001), 25nM e 50nM do FS ACS 881F1 (p=0,001 e p=0,004
respetivamente), 25nM e 50nM de ACS 971 (p<0,001). Verificou-se igualmente um
decréscimo significativo quando as células foram sujeitas a tratamento com 25nM do FS
ACS 1102 (p=0,001) e com 50nM do mesmo FS (p<0,001), comparativamente as culturas

celulares controlo ndo tratadas. Assim, verificou-se que de um modo geral o tratamento
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fotodindmico com os quatro fotossensibilizadores induz diminui¢do da biomassa celular e,

portanto, abaixamento da viabilidade.

4 - Avaliacao dos efeitos celulares

Apo6s verificar que o tratamento fotodindmico influencia a viabilidade celular,
pretendeu-se avaliar as vias de morte celulares envolvidas assim como os efeitos no ciclo

celular, no DNA e na expressao da proteina p53.

4.1 — Vias de morte celular

A avaliacdo da viabilidade e das vias de morte celular permitiu obter os resultados
apresentados na figura 21.

Podemos observar um decréscimo significativo do nimero de células viaveis ap0os o
tratamento fotodinamico com 25nM e com 50nM do FS ACS 500 (p=0,006 e p=0,001,
respetivamente), com 25nM e 50nM do composto ACS 881F1 (p=0,003 e p=0,023), com
25nM e 50nM de ACS 971 (p=0,001 e p=0,005) e apds o tratamento com 50nM do FS
ACS 1102, nado se verificando diferencas significativas com o tratamento com 25nM deste
composto (p=0,624), comparativamente as culturas celulares controlo. No que diz respeito
a populacdo de células em apoptose inicial, verificou-se um aumento significativo desta
apos o tratamento fotodindmico com 25nM do FS ACS 500 (p=0,001), 25nM de ACS
881F1 (p=0,006), 25nM e 50nM do composto ACS 971 (p<0,001 e p=0,032,

respetivamente) e com 25nM de ACS 1102 (p=0,006), comparativamente ao controlo.
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Figura 21 — Viabilidade e vias de morte celular. Os resultados foram obtidos por citometria
de fluxo através da dupla marcacdo com AnV/IP 24h horas ap6s o tratamento fotodindmico
com os quatro fotossensibilizadores: (A) ACS 500; (B) ACS 881F1; (C) ACS 971 e (D) ACS
1102. Os resultados encontram-se expressos como a percentagem de células viaveis, em
apoptose, em apoptose tardia/necrose e necrose. As diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao controlo encontram-se assinaladas com *, tendo-se considerado um nivel de
significancia de 0,05. Os resultados apresentam a média ¢ o desvio padrdo de n>6.

Foi ainda possivel observar um aumento significativo do nimero de células em
apoptose tardia/necrose apds o tratamento fotodindmico com 50nM do FS ACS 500
(p=0,001), 25nM e 50nM de ACS 881F1 (p=0,005 e p<0,001, respetivamente), com 25nM
do FS ACS 971 (p<0,001) e com 25nM e 50nM do composto ACS 1102 (p=0,042 e
p=0,039), comparativamente as culturas celulares controlo. No que diz respeito a

populacdo de células em necrose, esta apenas sofreu um aumento significativo apds o
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tratamento com 50nM do fotossensibilizador ACS 881F1 (p=0,027), comparativamente ao
controlo. Assim, verificou-se que apds o tratamento fotodindmico com os FS nas

concentragOes estudadas a principal via de morte celular ativada é a apoptose.

4.2 — Avaliacéo do ciclo celular

Neste trabalho, procedeu-se a avaliacdo do ciclo celular e na figura 22, encontram-se
representados os resultados, expressos como a percentagem de células existentes em cada

uma das fases dos ciclos celular GO/G1, S e G2/M.
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Figura 22 — Avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo, com recurso a marcacao
com iodeto de propideo. Os resultados estéo representados como a percentagem de células em
cada uma das fases do ciclo celular: (A) ACS 500; (B) ACS 881F1; (C) ACS971; (D)
ACS1102. As diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controlo encontram-se
assinaladas com *, tendo-se considerado um nivel de significancia de 0,05.0s resultados
expressao a média e o desvio padrdo n>6.
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Verificou-se o aparecimento de um pico significativo correspondente a fase pré-G1
ap6s o tratamento fotodindmico com a concentracdo de 50nM dos fotossensibilizadores
ACS 500 (p=0,040), ACS 881F1 (p=0,024), ACS 971 (p=0,004) e ACS 1102 (p=0,048).
Observou-se também que o tratamento fotodindmico com todos os FS ndo induziu
diferencas significativas no nimero de células presentes na fase GO/G1 ou na fase S do
ciclo celular, comparativamente as culturas celulares controlo ndo tratadas (p>0,05). No
que diz respeito ao numero de células na fase G2/M, apenas se verificou um aumento
significativo ap0s o tratamento fotodindmico com 25nM do fotossensibilizador ACS 881F1
(p=0,032), comparativamente ao controlo, sendo que 0s restantes tratamentos n&o

induziram qualquer alteracéo significativa (p>0,05).

4.3 — Avaliacao de danos no DNA pelo ensaio cometa

De modo a avaliar os efeitos do tratamento fotodindmico ao nivel de danos no DNA,
recorreu-se ao ensaio cometa, tendo-se analisado os parametros tamanho de cauda,
percentagem de DNA na cauda e momento de cauda. Os resultados obtidos permitiram
verificar que a populacdo de células sujeitas ao tratamento fotodindmico apresentam uma
distribuicéo fora da normalidade destes parametros, existindo um grande namero de células
que néo sofreram danos no DNA. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos relativos ao
tamanho da cauda, percentagem de DNA na cauda e momento de cauda ap0s o tratamento
fotodinamico, estando representados os valores das medianas e das amplitudes interquartis

para cada parametro de cada condicéo.
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Tabela 6 — Valores de mediana e amplitude interquartil (A1Q) dos parametros tamanho da
cauda, percentagem de DNA na cauda e momento de cauda ap6s tratamento fotodindmico.

Tamanho dacauda Percentagem de DNA  Momento de Cauda
na cauda

Mediana AlQ Mediana AlQ Mediana AlQ
Controlo 2 7 2,444 6,525 0,026 0,455
ACS500 3 7 1,998 7,771 0,014 0,4375
ACS881F1 4 5 3,312 10,543 0,022 0,422
R 6 23 8727 16466 0,377 3,926
ACS1102 7 20,5 7673 15968 0492  3,3835

No que diz respeito ao tamanho da cauda, ndo se observaram diferencas significativas
apos o tratamento com 50nM do FS ACS 500 e com 50nM do FS ACS 881F1 (p>0,05),
comparativamente ao controlo de células ndo tratadas. Por outro lado, foi possivel verificar
diferencas significativas no tamanho de cauda ap6s o tratamento com 50nM de ACS 971
(p<0,001) e 50nM do FS ACS 1102 (p<0,001).

Quanto ao parametro de percentagem de DNA presente na cauda, ndo se observaram
diferencas significativas ap6s o tratamento com 50nM do FS ACS 500 e com 50nM do FS
881F1 (p>0,05), comparativamente ao controlo de células ndo tratadas. Por outro lado, foi
possivel verificar diferencas significativas no tamanho de cauda apds o tratamento com
50nM de ACS 971 e 50nM de ACS 1102 (p<0,001).

Por ultimo, foi também avaliado o momento de cauda, ndo se observaram diferengas
significativas apés o tratamento com 50nM do FS ACS 500 e com 50nM do FS ACS881F1
(p>0,05), comparativamente ao controlo de células ndo. Por outro lado, foi possivel
verificar diferencgas significativas no tamanho de cauda ap6s o tratamento com 50nM de

ACS 971 e 50nM de ACS (p<0,001).
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A figura 23 apresenta imagens ilustrativas dos ensaios cometas obtidos com o

tratamento fotodinamico.

.
.

Figura 23 — Avaliacdo de danos no DNA pelo ensaio cometa. A figura apresenta
imagens ilustrativas dos cometas obtidos no (A) controlo de células ndo tratadas, (B)
controlo positivo com peréxido de hidrogénio, (C) 50nM do FS ACS 500, (D) 50nM
do FS ACS 881F1, (E) 50nM do FS ACS971 e (F) 50nM do FS ACS1102, obtidas

com ampliacdo 100X.

4.4 — Expressao da proteina p53

Neste trabalho foi avaliada a expressdo da proteina p53 apds o tratamento

fotodinamico com os FS ACS 500 e ACS 1102. Os resultados obtidos por western blot

estdo representados na figura 24.
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Figura 24 — Avaliacdo da expressdo da proteina p53 por western blot. (A) o gréfico
representa a expressdao da proteina p53 sob a forma de razdo entre a intensidade de
fluorescéncia de p53 e a intensidade de fluorescéncia da actina, normalizada em relacdo ao
controlo (razdo de intensidade do controlo igual a 1), apresentando a média e desvio padrédo de
n>4. (B) Immunoblot ilustrativo da expressao da proteina p53 e da actina para cada uma das
condigdes experimentais.

Através da analise do grafico da figura 24 (A), podemos observar um aumento da
expressdo da proteina p53 ap6s o tratamento fotodinamico com o FS ACS 1102, com a
concentracdo de 25nM (p=0,022), comparativamente ao controlo. Para as restantes
condigdes, ndo se verificaram alteracdes significativas (p> 0,05), existindo, contudo, uma
tendéncia para o seu aumento com excecdo do tratamento com 50nM de ACS 500,
comparativamente ao controlo. Na figura 23 B, encontra-se representado um imunoblot

ilustrativo da expressdo de p53 e de actina, para cada uma das condigdes.
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5 - Stresse oxidativo e defesas antioxidantes

Neste trabalho foram avaliados os efeitos do tratamento fotodindmico ao nivel do
stresse oxidativo e das defesas antioxidantes. Para a avaliacdo dos efeitos no stresse
oxidativo avaliou-se a producédo intracelular de peroxidos e do radical superdxido por
citometria de fluxo. No que diz respeito aos efeitos nas defesas antioxidantes, avaliou-se a
expressdo do glutatido reduzido por citometria de fluxo e a expressdo da enzima

superdxido dismutase.

5.1 - Producéo intracelular de peroxidos

Neste trabalho avaliaram-se os niveis intracelulares de perdxidos, recorrendo a sonda
DCFH,-DA. Os resultados apresentados no grafico da figura 25 referem-se as MIF dos
tratamentos fotodindmicos com os diferentes fotossensibilizadores, normalizados em

relagdo ao controlo, considerado como 100%.
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(Variagcao em % em relagcao ao controlo)

Figura 25 — Avaliacdo dos niveis intracelulares de peroxidos por citometria de fluxo,
através da marcacdo com a sonda DCFH,-DA. Os resultados sdo expressos como % em
relacdo ao controlo. Os resultados apresentam a média e desvio padrdo de n>4. As diferencgas
estatisticamente significativas em relagdo ao controlo encontram-se assinaladas com *, tendo-se
considerado um nivel de significancia de 0,05.
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Através da analise do gréafico anterior, podemos verificar um aumento significativo
dos niveis intracelulares de perdéxidos apds o tratamento fotodindmico com 25nM e com
50nM do FS ACS 881F1 (p=0,002 e p=0,040, respetivamente) e com 50nM dos FS ACS
971 (p=0,016) e ACS 1102 (p<0,001), comparativamente as culturas celulares controlo ndo
tratadas. De referir que os restantes tratamentos fotodindmicos estudados ndo induziram

qualquer tipo de alteracdo significativa (p>0,05) comparativamente ao controlo.

5.2 - Avaliacéo da producéo intracelular do radical superoxido

De modo a avaliar a producdo intracelular do anido superoxido, utilizou-se a

marcacdo por citometria de fluxo com a sonda DHE.
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Figura 26 — Avaliacdo dos niveis intracelulares de anido superéxido por
citometria de fluxo, através da marcacdo com a sonda DHE Os resultados sdo
expressos como % em relacdo ao controlo. Os resultados apresentam a média e desvio
padrdo de n>4.
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Através da andlise do grafico da figura 26, podemos observar que o tratamento
fotodinamico com os diferentes fotossensibilizadores ndo induz alteragdes significativas
nos niveis intracelulares de anido superoxido comparativamente ao controlo, com nenhuma

das duas concentracg0es testadas (p>0,05).

5.3 - Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

Os resultados preliminares do efeito do tratamento fotodindmico com os quatro FS

estudados encontram-se apresentados na figura 27.
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Figura 27 — Analise do potencial de membrana mitocondrial. Os resultados sdo
expressos como % em relacdo ao controlo. Os resultados apresentam a média e
desvio padrdo de n>4.

Pbde-se verificar que o tratamento fotodindmico com as duas concentracdes dos quatro
fotossensibilizadores estudados ndo apresentou alteracOes significativas na razéo
monomeros/agregados, comparativamente ao controlo (p>0,05). Deste modo, verificou-se

que ndo existiam alteracGes significativas no potencial de membrana mitocondrial.
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Contudo, estes resultados indicam uma tendéncia para o0 aumento da razdo M/A, indiciando
uma tendéncia para a disrup¢do do potencial de membrana mitocondrial apds o tratamento

fotodinamico com os FS estudados.

5.4 — Avaliacéo da expressdo do glutatido reduzido

Os resultados relativos a determinacdo da expressdo do glutatido reduzido (GSH)

encontram-se apresentados na figura 28.
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Figura 28 — Avaliacdo da expressdo do glutatido reduzido, através da técnica de
citometria de fluxo, com recurso a marcagdo com alaranjado de mercurio. Os resultados
encontram-se expressos como a % em relagdo ao controlo. Os resultados apresentam a média
e desvio padrao de n>4.

Podemos observar que o tratamento fotodindmico com os quatro fotossensibilizadores
estudados ndo induz diferengas significativas na expressdo do glutatido reduzido,

comparativamente as culturas celulares ndo tratadas (p>0,05).
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5.5 — Avaliacéo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

Neste trabalho foi avaliada a atividade da enzima SOD apds o tratamento fotodindmico
com os quatro fotossensibilizadores estudados. Na figura 29 encontra-se representado o
grafico relativo aos resultados da atividade da SOD por concentragdo de proteina apos o

tratamento fotodinamico, 24horas apoés a irradiacéo.
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Figura 29 — Atividade da superdxido dismutase apds o tratamento fotodindmico. Os
resultados encontram-se expressos como a razao entre a atividade da SOD de cada condicdo e a
atividade da SOD nas culturas controlo. Os resultados apresentam a média e desvio padrdo de
n>4.

Através da andlise do grafico, podemos observar que existe um aumento significativo
da atividade da SOD para o tratamento fotodinamico com 50nM dos fotossensibilizadores
ACS 500 (p=0,007) e ACS 881F1 (p=0,010). Para as restantes condi¢cdes estudadas as

alteracdes observadas ndo demonstraram ser significativas (p>0,05).

122



V — Discussao



124



Discussao

Como foi referido anteriormente, o tratamento do retinoblastoma com as terapias
convencionais de radio e quimioterapia, pode levar a problemas anos mais tarde apds o
tratamento. Um exemplo dessas complicacdes é o aparecimento de neoplasias secundarias,
como € o caso de osteossarcoma, que podem surgir devido ao cardter mutagenico das
terapias convencionais. Assim, como a terapia fotodindmica ndo apresenta essa
caracteristica mutagénica, assume-se como uma importante alternativa terapéutica para
este tumor.

De modo a ser possivel realizar o tratamento fotodindmico nas células da linha de
retinoblastoma humano Y79 promoveu-se a sua adesao a placas multipogo revestidas com
poli-D-lisina. Verificou-se que o revestimento ndo alterava significativamente o perfil de
proliferacdo das células, pelo que foi possivel seguir com este procedimento de modo a
realizar os estudos. Esta abordagem para promover a adesdo das células Y79 foi ja
realizada anteriormente, num estudo que pretendia avaliar a libertacdo de melatonina e a
producdo dos precursores do 5-hidroxitriptofano e da serotonina ap0s a indugdo de
diferenciacdo por incubacao com butirato de sodio (Deng et al. 1991).

A eficacia da terapia fotodindmica depende, de forma fundamental, da captacdo
celular dos fotossensibilizadores, retencdo e a sua acumulacdo no tecido tumoral. Assim
sendo, foi analisada a captacdo celular dos compostos ACS500, ACS971 e ACS881F1
através de métodos fluorimeétricos. Analisando os resultados apresentados nos graficos da
figura 16, observou-se uma tendéncia para 0 aumento da captacdo ao longo do tempo.
Observaram-se apenas diferencas significativas entre os FS ACS 881F1 e o ACS 971
apenas as 24h apdés incubacdo. Nao tém sido documentadas diferencas significativas entre
a captacdo celular de porfirinas e das suas clorinas correspondentes (Banfi et al. 2006).
Nesta dissertacdo foi possivel observar resultados idénticos, visto que as células da linha

Y79 apresentavam uma baixa captacdo da clorina ACS 881F1. No caso da incubacdo com
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a porfirina ACS 500, foi impossivel determinar a sua captacao intracelular, visto esta ser
inferior ao limite de detecdo do fluorimetro utilizado (cerca de 0,07uM), contudo, a
captacdo destes dois compostos encontrar-se-40 na mesma ordem de grandeza. Devido a
presenca de uma glicosilacdo na sua estrutura, seria de esperar que o FS ACS 971 exibisse
uma maior captacéo, visto que a glicoconjugacéo seja considerada por varios autores como
uma abordagem efetiva para aumentar a solubilidade aquosa através da alteracdo da
anfifilicidade dos macrociclos (Ballut et al. 2012). Essa baixa captacdo poderd estar
relacionada com o facto de a linha celular de retinoblastoma Y79 utilizada neste trabalho
ndo expressar todos os tipos de transportadores de glicose, expressando apenas 0s tipos 1 e
4 (GLUT1 e GLUT4, respetivamente) (Tsukamoto et al. 1997).

Nesta dissertacdo, de modo a avaliar o efeito do tratamento fotodindmico dos
diferentes FS recorreu-se aos ensaios de MTT e alamar blue, que avaliam a atividade
metabolica das células. Ambos os ensaios apresentam algumas limita¢es, visto que ndo €
possivel distinguir entre diminuicdo da atividade metabolica ou proliferativa das células ou
uma reducdo do namero de células das condi¢cGes ou aumento do nimero de células na
populagdo controlo. Contudo, apesar destas limitacOes, estes dois ensaios sdo
extremamente (teis na determinacdo dos valores de IC50 que permitem o avangar para
estudos de citotoxicidade.

Recorreu-se aos ensaios de MTT e de alamar blue devido a sua capacidade de avaliar
0 ambiente de oxidacdo e reducdo do meio intracelular e, assim, avaliar os efeitos
antiproliferativos dos FS estudados nesta dissertacdo (Freshney, 2005). Analisando a
proliferacdo celular, tanto pelo ensaio de MTT como pelo ensaio de alamar blue,
verificou-se que a mistura ternaria usada como solvente dos quatro FS considerados ndo
influencia a proliferacdo celular. Este facto é verificado tendo em conta que ndo se

observaram diferencas na proliferacdo entre as culturas celulares as quais se administraram
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0 solvente e as culturas celulares controlo que ndo foram submetidas a qualquer
tratamento. Utilizando os dois métodos referidos anteriormente, foi possivel construir as
curvas de dose resposta. Em ambos 0s métodos verificou-se que a fototoxicidade aumenta
com o0 aumento da concentracdo de incubacgéo para todos os fotossensibilizadores.

No que diz respeito aos ensaios com MTT, para as 24h, determinaram-se valores de
IC50 que foram de 28,67nM para o composto ACS 500, 20,65nM para o ACS 881F1,
16,13nM para o composto ACS 971 e 8,80nM para o0 ACS 1102. Na anélise dos resultados
para as 48h observou-se um aumento dos valores de 1C50 para os compostos ACS 500,
ACS 971 e ACS 1102, de 26,6nM, 32,60nM e 41,25nM, respetivamente. Ja para o
composto ACS 881F1 verificou-se um decréscimo do valor de 1C50 que se determinou
como sendo de 15,84nM. O aumento dos valores de IC50 com o tempo de incubagéo pode
indiciar que o tratamento com estes trés fotossensibilizadores ndo induz alteragdes
irreversiveis nas células, indicando capacidade de recuperagdo apds os danos causados pelo
tratamento inicial.

No que diz respeito aos ensaios com alamar blue, registaram-se valores de IC50, para
as 24h, de 70,8nM para o FS ACS 500, 96,64nM para o ACS 881F1, 60,30nM para o
composto ACS 971 e 55,22nM para 0 ACS 1102. No que concerne aos resultados obtidos
para as 48h, observou-se um aumento dos valores de IC50 para 0s quatro compostos
estudados, tendo-se registado as concentragdes de 105,05nM para o ACS 500, 105,95nM
para o ACS 881F1, 104,89nM para o composto ACS 971 e, por ultimo, 101,84nM para o
ACS 1102. Tal como referido anteriormente, este aumento dos valores de IC50 pode
indicar uma capacidade de recuperacdo por parte das células ap6s o tratamento
fotodindmico. Por este facto, foram também realizados outros ensaios de modo a avaliar a
viabilidade celular. Os resultados obtidos com estes ensaios podem ser complementados

com o ensaio da SRB, que avalia a proliferacdo celular através do contetdo proteico. De
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acrescentar ainda que existem diferencas entre os valores de 1C50 determinados pelos
métodos do alamar blue e do MTT. Estas diferencas podem ser explicadas devido as
proprias caracteristicas dos métodos, sendo que ambos os métodos mostram a mesma
tendéncia de resultados, apresentando valores de IC50 dentro da mesma ordem de
grandeza. Para além disso, existem estudos onde a utilizacdo de métodos distintos para a
avaliacdo da proliferacdo celular também levam a algumas diferencas nos resultados
obtidos com os diferentes métodos. Compagnin e seus colaboradores utilizaram o método
de azul de tripano e o ensaio de MTS (modificacdo do ensaio MTT) de modo a verificar 0s
efeitos antiproliferativos de terapia fotodindmica com Photofrin® e da terapia combinada
entre PDT e cisplatina no tratamento de cancro do es6fago. Nesse estudo, verificaram que
os resultados de ambos os ensaios diferiam, visto que o azul de tripano permite distinguir
células vivas de células mortas, enquanto o ensaio de MTS avalia a atividade de
desidrogenases, sendo que observaram a mesma tendéncia de resultados para os dois
métodos (Compagnin et al. 2009).

Hirohara et al. desenvolveram um estudo em que estudaram a citotoxicidade de
porfirinas e correspondentes clorinas contendo S-glicosideos fundidas com pirrolidina em
que utilizaram valores de fluéncia semelhantes ao utilizado neste trabalho, tendo
determinado valores de IC50 préximos dos determinados no @mbito desta dissertacdo. Para
além disso verificaram igualmente uma maior eficacia no tratamento fotodindmico com
clorinas, o que ndo se verificou nos tratamentos com ACS 500 e ACS 881F1, ja que estes
FS revelaram uma eficicia no tratamento fotodindmico muito semelhante, tal como
determinado por Banfi et al.. Este grupo de investigadores estudou as diferencas de
5,10,15,20-tetraaril e 5,15-diarilporfirinas e as suas clorinas correspondentes, tendo
verificado gue a citotoxicidade apds o tratamento fotodindmico induzia efeitos semelhantes

entre porfirinas e clorinas. Estes investigadores chegaram a conclusdo de que a
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conformacdo da molécula fotossensibilizadora ndo seria afetada apenas pela adigdo de dois
atomos de hidrogénio de modo a que o anel do FS ndo fosse totalmente insaturado, pelo
que as diferencas ao nivel da citotoxicidade entre porfirinas e clorinas ndo poderia ser
apenas explicadas pela diferenca estrutural (Banfi et al. 2006). Nesse mesmo estudo,
verificaram que a adicdo de grupos glicosilados acetilados diminuia a eficacia do
tratamento fotodindmico, contudo, com o FS ACS 971 estudado nesta dissertagdo essa
diminuicdo néo se verifica, quando comparado com a porfirina ndo glicosilada (Hirohara et
al. 2009). Estas diferencas de resultados podem ser explicadas pelo facto de as
propriedades quimicas e fotofisicas dos diferentes compostos ndo serem suficientes para
explicar o seu efeito citotoxico, estando envolvidos processos bioldgicos na indugédo da
fotocitotoxicidade, tais como o tipo celular (Hirohara et al. 2009). Um outro grupo de
investigadores realizou um estudo em que avaliou a eficacia de porfirinas glicoconjugadas
ligadas por dietilenoglicol em que os valores de 1C50 também se correlacionavam com o0s
determinados com os quatro fotossensibilizadores estudados nesta dissertacdo (Laville et
al. 2006). De realcar os resultados obtidos com o composto ACS 971, que possui um grupo
glicoconjugado na sua estrutura quimica. Neste artigo, observou-se que das 16 porfirinas
com diferentes glicoconjugados estudados, o0s que apresentavam maior uptake
apresentavam igualmente maior citotoxicidade, o que ndo foi possivel determinar com
todos os quatro FS estudados nesta dissertacdo. Contudo, os autores do artigo referido
verificaram que o glicoconjugado apresentava maior uptake do que o FS correspondente
contendo apenas o linker, o que nao foi possivel determinar com os fotossensibiizadores
ACS 971 e ACS 1102 (Laville et al. 2006).

Laville et al. reportaram que os mesmos fotossensibilizadores nas linhas HT29 (linha
celular humana de adenocarcinoma do co6lon) e B16 (linha celular murina de melanoma)

demonstravam serem muito menos eficazes do que na linha humana de retinoblastoma,
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tendo estabelecido a hipdtese de que a propria linha Y79 pudesse exibir uma sensibilidade
intrinseca ao tratamento fotodindmico (Laville et al. 2006). No que diz respeito ao
composto ACS 500, este foi estudado na linha celular humana de adenocarcinoma
colorretal WiDr, tendo apresentado valores de IC50 entre os 140nM e os 180nM (Laranjo
et al. 2013), corroborando a hip6tese citada anteriormente.

Apos se terem estabelecido as curvas de dose-resposta correspondentes a cada um dos
FS, com recurso aos ensaios de MTT e alamar blue, foi possivel determinar os valores de
IC50 correspondentes, referidos anteriormente. Estes valores de IC50 permitiram
determinar a gama de concentragdes a que os FS tém efeito ao nivel da proliferacdo
celular. Deste modo, decidiu-se prosseguir com o estudo dos efeitos celulares apds o
tratamento fotodindmico com os quatro FS, utilizando para isso apenas as concentragdes de
25nM e 50nM.

No ensaio de SRB avaliou-se o conteudo proteico das células sujeitas ao tratamento
fotodinamico com os diferentes FS estudados, comparativamente as células controlo e,
consequentemente, a proliferacdo celular. Observou-se que o tratamento fotodindmico apds
administracdo de 25nM do FS ACS 500 néo induzia diferencas significativas no conteudo
proteico em relacdo as culturas controlo. Por outro lado, verificou-se que o tratamento
fotodinamico com os restantes FS e com as duas concentragcdes consideradas induziam
diferencas significativas relativamente as células controlo, verificando-se uma diminuigédo
do contetdo proteico apos o tratamento fotodindmico. Verificou-se igualmente que nédo
existem diferencas significativas entre o0s tratamentos com os diferentes
fotossensibilizadores e com as duas concentracdes utilizadas. O uso deste método para
avaliar o conteudo proteico de células de retinoblastoma ndo esta descrito na literatura,
contudo, este método ja foi utilizado em estudos relacionados com terapia fotodinamica.

Haywood-Small e seus colaboradores recorreram ao ensaio de SRB de modo a determinar
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valores de IC50, IC75 e IC90 do fotossensibilizador ftalocianina na linha humana de
carcinoma cervical SiHa (Haywood-Small et al. 2006), verificando que a terapia
fotodindmica influenciava o contetdo proteico da linha celular. No método de SRB, o
corante liga-se aos aminoacidos basicos das proteinas celulares constituindo uma medida
indireta da massa total de proteina que, portanto, estd relacionada com o numero de
celulas.

Os ensaios de MTT, do alamar blue e da SRB podem indicar alguma informagéo
acerca da capacidade proliferativa das células e do seu contetdo proteico ap6s o tratamento
fotodindmico, contudo ndo fornecem informacgdes sobre os mecanismos intracelulares que
levam a citotoxicidade revelada pelo tratamento fotodindmico com os quatro
fotossensibilizadores estudados nesta dissertacdo. Nao existem publica¢des que se refiram
a estes mecanismos intracelulares no que diz respeito ao tratamento fotodindmico em
linhas celulares de retinoblastoma. Deste modo, recorreu-se a diferentes métodos para
avaliar esses mesmos processos apos o tratamento fotodindmico com os FS considerados
neste trabalho, nomeadamente as vias de morte ativadas apds a PDT recorrendo a técnica
de citometria de fluxo, através da dupla marcacdo com anexina V-FITC e iodeto de
propideo, a producdo intracelular de ROS, pela marcacdo com as sondas DCFH,-DA e
DHE, o potencial de membrana mitocondrial usando a sonda JC-1, alteracdes no ciclo
celular recorrendo a iodeto de propideo e alteracdes das defesas antioxidantes usando o
alaranjado de mercuario de modo a avaliar os niveis de GSH.

Durante a apoptose, ocorre a translocacdo do fosfolipido fosfatidilserina para o folheto
externo da membrana celular, podendo ser identificado através da incubacdo das células
com AnV-FITC (Koopman et al. 1994; van Heerde et al. 2000; Bedner et al. 1999). Por
outro lado, o iodeto de propideo é um corante com a capacidade de se intercalar no DNA

celular. Contudo, este corante ndo consegue atravessar a bicamada lipidica, sendo apenas
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capaz de se intercalar no DNA quando a integridade da membrana celular se encontra
comprometida, o que se verifica quando as células se encontram em apoptose tardia ou
necrose (Darzynkiewicz et al. 1992). Para o tratamento fotodindmico com o0s quatro
fotossensibilizadores, verificou-se uma diminuicdo do numero de células viaveis na
maioria dos tratamentos fotodindmicos, correspondente a um aumento do numero de
células apoptdticas. Observou-se que ndo existiam alteracdes significativas no que diz
respeito a morte celular por necrose, comparativamente as culturas celulares controlo, com
excec¢do do tratamento com 50nM do FS ACS 881F1. Foi também possivel observar um
aumento do numero de células em apoptose inicial e em apoptose tardia/necrose nas
restantes condi¢des experimentais. Sasnauskiene e seus colaboradores estudaram os efeitos
da PDT utilizando a clorina mTHPC como fotossensibilizador na linha humana de
carcinoma de células escamosas A-431. Neste estudo verificou-se que o tratamento
fotodinamico nesta linha celular levava a apoptose com baixas concentracdes do FS,
contudo, para maiores concentragdes observava-se tanto apoptose como autofagia
(Sasnauskiene et al. 2009). O m-THPC foi também estudado em linhas de adenocarcinoma
do colon tendo, com baixas fluéncias, desencadeando morte celular por apoptose. Neste
estudo verificou-se que o aumento da fluéncia provocava morte celular por necrose
(Marchal et al. 2003). Esta mesma tendéncia verificou-se com o FS fotocianina numa linha
celular humana de carcinoma hepatocelular (Shao et al. 2012). Zhao et al. verificaram que
a PDT com Photophrin® e baixas fluéncias provocava morte celular por apoptose na linha
celular humana de adenocarcinoma do pulm@o ASTC-a-1, num processo dependente da
atividade mitocondrial (Zhao et al. 2011). Um estudo realizado por Haywood-Small e seus
colaboradores mostrou que a PDT recorrendo a elevadas concentracbes do
fotossensibilizador ftalocianina induziam morte celular por necrose em células de

carcinoma cervical. Segundo esta evidéncia, os autores colocaram a hip6tese de que este
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tipo de morte celular poderia prevenir o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento
fotodindmico devido ao seu carater rapido e agressivo (Haywood-Small et al. 2006). A
morte celular por apoptose atraves da via intrinseca, na dependente da mitocondria foi
identificada também apds tratamento fotodindmico com pheophorbide A, um FS do tipo
clorinico (Anh et al. 2013). Banfi e colaboradores realizaram um estudo onde avaliaram a
citotoxicidade de diferentes fotossensibilizadores, tanto porfirinicos como clorinicos. Para
além dos seus efeitos na proliferacdo celular, verificaram também que a principal via de
morte ativada era a apoptose (Banfi et al. 2004). Verificando-se esta tendéncia de alteragao
da via de morte celular ativada dependendo da concentracdo de FS e da fluéncia utilizada,
pode-se propor a realizacdo de novos estudos utilizando concentracfes de FS ou fluéncias
superiores, de modo a verificar se existem alteracbes na tendéncia de morte celular por
apoptose determinada nesta dissertacdo. Esta morte celular, maioritariamente por apoptose,
confere uma vantagem sobre a morte celular por necrose, uma vez que os farmacos
tipicamente indutores de necrose exibem elevada toxicidade (Haywood-Small et al. 2006).
Existem dois pontos de controlo principais no ciclo celular: ponto de controlo entre a
fase G1 e a fase S e o ponto de controlo entre a fase G2 e a mitose (fase M) (Shao et al.
2012). Diferentes estudos ja demonstraram que as ROS estdo envolvidas na transicdo da
GO/G1 para S e da transicdo G2/M. Este envolvimento pode-se dever a existéncia de
motivos sensiveis ao estado de oxidacdo-reducao (redox) de varias proteinas reguladoras
do ciclo celular, como por exemplo residuos de cisteina na caspase-3 (cys-285) ou co-
fatores metalicos de cinases ou fosfatases. A presenca destes motivos indica que variacdes
no estado redox celular podem influenciar a regulacdo da normal progressdo do ciclo
celular de GO/G1 para S, para G2 e consequentemente para a mitose (Shao et al. 2012).
Nas células tumorais, sabe-se que o ciclo celular é regulado de forma aberrante, sendo

constantemente ativado pela inducdo de reguladores positivos, sendo estes muitas vezes
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codificados por proto-oncogenes, ou pela inativagdo dos reguladores negativos, que séo
normalmente codificados por genes supressores tumorais (Tessema et al. 2004). Por este
facto, foi estudado qual o efeito do tratamento fotodinamico com os FS considerados no
ciclo celular. Foi utilizada a técnica de citometria de fluxo, com a marcacdo do conteudo
de DNA com iodeto de propideo. Este método baseia-se na marcacdo do DNA com o
iodeto de propideo, sendo que a fluorescéncia detetada sera proporcional ao contetdo de
DNA. Esta andlise do conteiddo em DNA permite a distincdo de quatro fases do ciclo
celular: fase G1, fase S, onde ocorre sintese de DNA (logo apresentard maior contetdo de
DNA), fase G2 e mitose, que sdo impossiveis de distinguir entre si, visto que apresentam o
mesmo conteudo de DNA. Os resultados obtidos demonstraram um aumento da
percentagem de células na fase pré-G1 e na fase G2/M, ap6s o tratamento fotodinamico,
comparativamente ao controlo. Varios estudos demostraram que o tratamento fotodindmico
em células tumorais pode levar a alteragdes ao nivel do ciclo celular. Piette et al.
demonstraram que o uso de fotossensibilizadores que se ligavam a membrana celular
levava a uma paragem no ciclo celular na fase G2/M (Piette et al. 2003). Por outro lado,
resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram observados por Sasnauskiene e
seus colaboradores, ao determinarem uma paragem do ciclo celular na fase G2/M apds
tratamento fotodindmico com m-THPC e cloreto de 3,7-diamino-2,8-dimetil-5-
fenilfenazinium (Safranina) (Sasnauskiene et al. 2009). Esta paragem do ciclo na fase
G2/M foi também observada num estudo que combinava a quimioterapia convencional
com cisplatina e o tratamento fotodinamico com Photofrin 11® (Compagnin et al. 2010).
Haywood-Small et al. verificaram um aumento da populacdo das células de carcinoma
cervical na fase GO/G1 ap6s PDT com uma ftalocianina (Haywood-Small et al 2006). Um
outro grupo de investigadores verificou um aumento da populacgdo celular na fase G2/M e

uma diminui¢do da populacdo em fase S ap6s o tratamento fotodindmico com um FS do
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tipo ftalocianina. Este aumento do nimero de células na fase G2/M estd de acordo com
uma inibicdo da mitose celular e consequente inibigdo da proliferacdo celular (Shao et al.
2012).

Neste trabalho, foi possivel observar um aumento significativo da expressdo da
proteina p53 apds o tratamento com 25nM do FS 1102, comparativamente ao controlo.
Para os restantes tratamentos verificou-se uma tendéncia para 0 aumento da mesma, com
excecdo do tratamento com 50nM de ACS 500. Esta tendéncia indica que o tratamento
fotodindmico com os diferentes FS podera levar ao aumento de expressdo de p53, sendo
que esta proteina estd relacionada com a morte celular por apoptose, corroborando 0s
resultados obtidos por citometria de fluxo. De facto, 0 aumento da expressao de p53 apos
tratamento fotodindmico encontra-se documentado. Tong e seus colaboradores verificaram
um aumento dos niveis de expressdao da p53 apds o tratamento fotodindmico com
Photofrin®, na linha celular de fibroblastos GM38A, de modo a comparar estes resultados
com uma linha celular imortalizada de Sindrome de Li-Fraumeni expressando uma forma
mutada de p53 (Tong et al. 2000). Um outro estudo verificou igualmente que o tratamento
fotodindmico com protoporfirina IX levava também & inducdo da ativagdo da p53 na linha
celular de adenocarcinoma do colon HCT116 (Zawacka-Pankau et al. 2006). Existem,
contudo, outros métodos que podem ser utilizados para comprovar a ativacdo da morte
celular por apoptose, como € o caso da determinacdo da expressdo de proteinas tais como a
caspase-3, a BAX e a BCL,, pela determinacdo dos niveis de citocromo ¢ no citosol ou
determinacdo de alteracdes morfologicas caracteristicas de apoptose (Compagnin et al.
2010; Marchal et al. 2004; Shao et al. 2012), pelo que no futuro se poderad avaliar se
existirdo alteracdes destes fatores com o tratamento fotodindmico com os FS estudados

neste trabalho.

135



Terapia Fotodindmica: Uma Abordagem no Retinoblastoma

Nesta dissertacdo, verificou-se que o tratamento fotodindmico com os diferentes
fotossensibilizadores ndo induziam danos significativos no DNA das células da linha Y79,
sendo que os danos observados eram de baixo grau e que a maioria da populacéo celular
ndo sofria qualquer tipo de dano. Resultados semelhantes foram descritos quando se
estudou o tratamento fotodindmico com mTHPC numa linha celular de carcinoma
nasofaringico. Neste estudo ndo foram descritas diferengas significativas no que diz
respeito a0 momento de cauda, parametro usado como indice de dano de DNA, visto que o
comprimento de cauda se relaciona com a percentagem de DNA na cauda (Yow et al.
2000). Contudo, existem igualmente varios relatos de que a terapia fotodindmica com
diferentes fotossensibilizadores possa induzir danos no DNA. Woods e seus colaboradores
verificaram que o uso de PDT com Photofrin® como FS induzia um aumento da
percentagem de DNA presente na cauda dos cometas numa linha celular de queratinécitos,
sendo o dano induzido dependente tanto da concentracdo de fotossensibilizador como da
fluéncia da irradiacdo a qual as células foram sujeitas (Woods et al. 2004). Uma outra
equipa de investigadores estudou o efeito de PDT utilizando meso-
tetrasulfonatofenilporfirinas e o correspondente complexo metalico (&tomo de magnésio
como ido metalico) no DNA de células HeLA. Os autores verificaram que estes compostos
porfirinicos induziam um aumento dos locais apurinicos dependente da concentracdo de FS
e da fluéncia a qual as células eram sujeitas (Binder et al 2010). Um resultado bastante
interessante foi obtido por Rousset e seus colaboradores. Nesse trabalho, os autores
investigaram os danos no DNA induzidos por PDT com mTHPC, avaliando os danos apds
diferentes tempo de incubacdo. Verificaram que existia um aumento significativo do
momento de cauda apds o tratamento fotodindmico. Contudo, verificaram que esse dano
era reparado até 100%, 24h ap6s o tratamento. Essa evidéncia poderd explicar os

resultados obtidos nesta dissertacdo, indicando que o facto de existir um ndmero reduzido
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de ceélulas exibindo danos no DNA se possa dever a um mecanismo de reparacdo das
células que se mantiveram viaveis mesmo apés sofrerem danos no DNA (Rousset et al.
2009).

As ROS sdo muito importantes no que diz respeito aos efeitos induzidos apds o
tratamento fotodindmico. Desse modo, foi avaliada a producdo intracelular de peroxidos e
do radical superoxido, por citometria de fluxo, recorrendo as sondas DCFH,-DA e DHE,
respetivamente. Considerando os niveis de perdxidos intracelulares, observou-se um
aumento significativo para o tratamento fotodinamico com 25nM e com 50nM do FS ACS
881F1 e com 50nM dos FS ACS 971 e ACS 1102. No que diz respeito a produgdo do
radical superoxido, verificou-se uma tendéncia para 0 aumento da sua concentracao
intracelular apds o tratamento fotodindmico com os quatro FS. O facto de o tratamento
fotodindmico ndo induzir grandes diferencas na producdo destas espécies reativas de
oxigénio pode ser explicado pela acdo de espécies mais lesivas, tais como 0 oxigénio
singleto, descrito como a principal ROS produzida pela reacdo fotodindmica (Sharman et
al. 1999; Luksiené 2003). Tem sido descrito na literatura que o tratamento fotodindmico
induzird um aumento da concentracdo de perdxidos intracelulares. Wawrzynska et al.
verificaram este aumento ap6s o tratamento fotodinamico com a clorina €6 em células de
musculo liso vascular humano, de modo a verificar qual a eficacia deste tratamento na
isquemia cardiaca causada por aterosclerose, numa abordagem diferente do que o
tratamento de tumores (Wawrzynska et al. 2010). J& Wu e Xing verificaram que o
tratamento fotodinamico usando Photofrin® como FS na linha celular ASTC-a-1
provocava 0 aumento da concentracdo de peroxidos intracelulares, tendo determinado
também que esta ROS seria originada na mitocondria (Wu et al. 2012). Um outro trabalho
desenvolvido por Ali-Seyed e seus colaboradores com um FS derivado da clorina e6

(Photolon™) verificaram um aumento da concentracdo de peréxidos intracelulares apds
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PDT ao longo do tempo até aos 60min ap6s o tratamento, sendo que a partir dai se
verificou um decréscimo até as 3h (Ali-Seyed et al. 2011). Este decréscimo pode indicar
que as ROS tém um tempo de vida limitado e que se dissipam ao longo do tempo. Este
facto, e tendo em conta que nesta dissertacdo as ROS foram analisadas 24h apo6s o
tratamento fotodindmico, pode explicar o aumento pouco significativo das ROS. Um outro
estudo, ja citado anteriormente e utilizando também Photofrin® no tratamento
fotodindmico na linha ASTC-a-1, verificou-se igualmente aumento da concentracdo
intracelular de peroxidos dependente da atividade mitocondrial. Neste estudo verificaram
que a morte celular desencadeada pela PDT era proporcional a concentracdo de ROS e nédo
a concentracdo de FS utilizada. Desde modo, os autores deste estudo hipotetizaram que as
ROS produzidas pela reacao fotodindmica seriam apenas parte do processo desencadeado
pela terapia e que as ROS geradas pelas células constituem um importante fator que
contribui para a fototoxicidade da PDT. Verificaram também que a fracdo de ROS
enddgenas era dissipada com o0 aumento da concentracdo do FS (Zhao et al. 2011).

A diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial resulta da swelling mitocondrial
e da rutura da sua membrana externa, contribuindo assim para a libertagdo de citocromo c
da membrana mitocondrial interna, um dos eventos principais da apoptose (Ali-Seyed et al.
2011). Os resultados preliminares do tratamento fotodinamico com o0s quatro
fotossensibilizadores estudados nesta dissertacdo evidenciaram uma tendéncia para o
aumento da razdo mondmeros/agregados, correspondente a uma disrup¢do do potencial de
membrana mitocondrial. Marchal et al. verificaram que PDT utilizando mTHPC na linha
celular de adenocarcinoma do colon HT29 provocava a disrup¢do do potencial de
membrana mitocondrial (Marchal et al. 2004). Um outro estudo revelou que o tratamento
fotodinamico usando fotocianina na linha HepG2 provocava um decréscimo da razdo M/A,

sinbnimo de despolarizacdo da membrana mitocondrial. O potencial de membrana
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mitocondrial é um indicador da atividade da cadeia transportadora de eletrGes e,
consequentemente, da atividade mitocondrial, sendo que a sua disrupcdo € um dos eventos
de apoptose (Shao et al. 2012). De referir ainda que se pode monitorizar o potencial de
membrana mitocondrial usando a sonda rodamina 123 sendo que, com este método, a
intensidade de fluorescéncia da sonda € proporcional ao potencial da membrana
mitocondrial. Um estudo realizado por Wu e Xing determinou que havia diminuicdo
daquele potencial apés PDT com Photofrin®, sendo que a diminui¢cdo do potencial de
membrana mitocondrial era proporcional ao aumento de espécies reativas de oxigénio (Wu
et al. 2012).

O glutatido reduzido (GSH) apresenta-se como uma defesa priméaria conta o stresse
oxidativo, uma vez que € capaz de eliminar radicais livres ou de reduzir peréxidos (Chiou
et al. 2010). Os resultados relativos a expressdao de GSH permitiram verificar que nao
existiam diferencas significativas apds o tratamento fotodinamico, observando-se contudo
uma tendéncia para um ligeiro aumento. Estes resultados indicam que as células sujeitas ao
tratamento fotodindmico com os quatro fotossensibilizadores estudados nesta dissertacao
ndo foram capazes de ativar a defesa antioxidante contra os peroxidos gerados apos a PDT.
Esta incapacidade de defesa pode ser explicada pela rapida deplecdo das reservas
mitocondriais de GSH apds a PDT. As mitocondrias apresentam baixos niveis de GSH que
tém de ser regenerados a partir das reservas presentes no citosol. Chiou e seus
colaboradores verificaram que a PDT com verteporfina causava a deplecdo dos niveis
mitocondriais de GSH nas células da linha celular HepG2 em apenas 10 minutos, sendo
esta defesa antioxidante insuficiente devido a esta rapida deplecdo (Chiou et al. 2010).

A atividade de SOD ¢ um indicador direto de stresse oxidativo, comportando-se como
a defesa priméaria contra radicais livres e o dano induzido por estes (Choromauska et al.

2012). Neste trabalho, verificdmos que o tratamento fotodindmico com o0s quatro
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fotossensibilizadores ndo induzia diferencas significativas na expressdo de SOD,
evidenciando, contudo, uma tendéncia para o seu aumento. Esta tendéncia para o aumento
da expressdo de SOD poderd explicar os resultados obtidos no que diz respeito a
concentracdo intracelular do radical superoxido, cujos resultados ndo apresentaram
diferencas significativas. A auséncia de diferencas nesse parametro pode entdo ser
explicada pelo papel de defesa antioxidante desempenhado pela SOD. De facto, esse papel
protetor foi verificado num estudo em que se avaliou a eficacia da PDT com Photofrin® na
linha de adenocarcinoma do colon C-26. Nesse estudo, os autores verificaram um aumento
da expressao de SOD ap6s a PDT. Para além disso, ao realizarem uma pré-incubacdo das
células com um composto que mimicava a acdo da SOD verificaram que o tratamento
fotodindmico ap0s essa pré-incubacgdo era muito menos eficaz, realcando o papel de defesa
antioxidante desempenhado pela SOD (Golab et al. 2003).

Nesta dissertacdo, foi possivel verificar que os FS estudados levam a diminuicdo da
proliferacdo celular em concentragbes da ordem do nanomolar. Para além disso, o
tratamento fotodindmico leva a morte celular por apoptose, 0 que confere uma vantagem
terapéutica relativamente a morte celular por necrose, que apresenta uma natureza mais
toxica. Estes resultados apresentam-se como promissores no que diz respeito ao recurso da
terapia fotodinamica como alternativa no tratamento fotodindmico, sendo fundamental a

realizacdo de estudos in vivo em modelos hétero e ortotopicos.
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A realizacdo desta dissertagdo, que teve como principal objetivo avaliar a
aplicabilidade dos quatro fotossensibilizadores estudados em terapia fotodinamica para o
para o retinoblastoma permitiu tirar diversas conclusoes.

Os estudos de captacdo demonstraram que os compostos ACS 881F1 e ACS 971 sdo
captados pelas células da linha de retinoblastoma humano Y79, acumulando-se numa
concentragédo intracelular na ordem dos nanomolar, ndo havendo diferengas significativas
entre os FS.

Os ensaios de MTT e de alamar blue permitiram comprovar que 0s quatro
fotossensibilizadores estudados possuem efeitos anti proliferativos. Os valores da
concentracdo de IC50 entre os diferentes compostos encontram-se na ordem dos
nanomolar, comprovando-se assim os efeitos anti proliferativos dos quatro FS estudados,
mesmo a baixas concentragoes.

Recorrendo ao ensaio de SRB, pode-se concluir que o tratamento fotodindmico com os
quatro fotossensibilizadores estudados provoca uma diminuicdo do conteddo proteico,
sendo possivel desta forma comprovar que os FS estudados induzem diminuicdo da
viabilidade corroborando os ensaios de MTT e alamar blue.

A PDT com os quatro fotossensibilizadores produz efeitos na viabilidade celular das
culturas celulares de Y79, ndo havendo diferencas significativas entre o efeito dos
diferentes fotossensibilizadores.

A principal via de morte apdés o tratamento fotodindmico com o0s quatro
fotossensibilizadores € a apoptose.

O tratamento fotodindmico com os quatro fotossensibilizadores induz paragem do
ciclo celular na fase G2/M e induz o aparecimento de um pico em pré-G1, associado a

morte celular por apoptose.
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Recorrendo ao ensaio cometa, foi possivel verificar que o tratamento fotodindmico
com os diferentes fotossensibilizadores ndo induz danos significativos no DNA,
verificando-se alteragBes nos parametros tamanho de cauda, percentagem de DNA na
cauda e momento de cauda num nudmero pouco representativo da populagdo celular,
comprovando assim que a PDT poderé ser uma abordagem terapéutica interessante para o
tratamento de retinoblastoma.

O tratamento fotodindmico com os FS ACS 500 e ACS 1102 provocaram um aumento
da expressdo da proteina p53, envolvida no processo de apoptose, corroborando assim que
a morte celular se deverd maioritariamente por apoptose.

Os resultados preliminares relativos a avaliagdo do potencial de membrana
mitocondrial indiciam que a mitocondria seja o alvo intracelular do tratamento
fotodindmico com os fotossensibilizadores estudados.

Os resultados relativos a producdo de ROS indicam que os niveis intracelulares de
peréxidos aumentam apdés o tratamento fotodindmico com os diferentes
fotossensibilizadores, indicando que possam estar envolvidos no processo fotooxidativo e
que possa ser uma ROS determinante na indugdo de danos mitocondriais que precipitem o
processo de morte celular por apoptose. No que diz respeito ao anido superédxido, ndo se
verificaram diferencas significativas, existindo contudo uma tendéncia para o seu aumento.

Ndo foi possivel identificar diferencas significativas na expressdo da enzima
superéxido dismutase e do glutatido reduzido, elementos envolvidos na defesa
antioxidante, pelo que as células de retinoblastoma Y70 ndo tém capacidade de defesa
contra as ROS induzidas pelo tratamento fotodinamico.

Este estudo permitiu comprovar que os quatro fotossensibilizadores estudos tém efeito
fotodinamico in vitro na linha celular Y79, induzindo preferencialmente morte celular por

apoptose, mesmo recorrendo a baixas concentracfes de fotossensibilizadores. Pode-se
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Conclusoes

concluir que o tratamento fotodinamico pode ser uma importante alternativa terapéutica
para o tratamento de retinoblastoma, sendo de absoluto interesse o inicio de estudos in

Vivo.
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