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Imagem das células humanas de carcinoma colorretal WiDr apds incubagdo com o fotossensibilizador BBr2HPP
(vermelho), obtida por microscopia confocal. Os niicleos estao corados com Hoechst. Ampliagao 630x.



Tese de Doutoramento na area cientifica de Ciéncias da Saide, ramo de Ciéncias Biomédicas, orientada pela Senhora
Professora Doutora Maria Filomena Rabaga Roque Botelho e pelo Senhor Professor Doutor Arménio Coimbra Serra e
apresentada a Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, financiada por bolsa de doutoramento atribuida
pela Fundagdo para a Ciéncia e a Tecnologia (SFRH/BD/44957/2008).

[C) QUADRO
p' ' l_l I~ DE REFERENCIA
C ESTRATEGICO

i iénci i NACIONAL .
i auhily bt UNIAO EUROPEIA
procrama operacionat POTENCIAL HUMANO Fundo Social Europeu




A Faculdade de Medicina ndo aceita qualquer responsabilidade em relagdo a doutrina e a forma desta tese.
(Regimento da Faculdade de Medicina de Coimbra, 1931, Artigo 108, paragrafo dnico)



0 trabalho experimental descrito nesta tese foi realizado na Unidade de Biofisica e no Instituto de Imagem
Biomédica e Ciéncias da Vida - IBIL| da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e no Departamento de
Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.






PREFACIO

A terapia fotodindmica constitui uma inovadora abordagem para a destruicao de estruturas celulares que consiste
na utilizagao conjunta de luz e de moléculas com capacidade de a absorver denominadas fotossensibilizadores. Trata-
se de uma terapia minimamente invasiva, com efeitos secundarios reduzidos e com efeito terapéutico resultante da
associagao de trés componentes nao toxicos individualmente: fotossensibilizador, luz e oxigénio. As suas aplicagdes
dinicas sao diversas, desde o tratamento de doencas oftalmoldgicas até a aplicagdo em oncologia. No entanto, a sua
utilizagdo clinica mantém-se atualmente limitada pela reduzida quantidade de fotossensibilizadores comercialmente
disponiveis e pelo restrito nimero de aprovagdes para terapéutica oncoldgica, facto possivelmente decorrente da
escassez de ensaios clinicos utilizando a terapia fotodindmica. Neste sentido, o desenvolvimento de novos
fotossensibilizadores para tratamento de tumores malignos torna-se imprescindivel de modo a ampliar a utilizagao da
terapia fotodindmica em oncologia.

Este projeto surge no sentido de responder a esta necessidade, ja abordada em trabalhos prévios a esta dissertagao,
focados no desenvolvimento e na caracterizagao de novos compostos fotossensibilizadores com propriedades ideais para
terapia fotodindmica. O trabalho atual vem aprofundar o estudo de um novo fotossensibilizador, com uma avaliagao
inicial das suas carateristicas fisico-quimicas. Na presenca de caracteristicas reveladoras de um potencial terapéutico,
foi necessaria a avaliagdo dos seus efeitos /n witro em células tumorais, nomeadamente pelo estudo dos mecanismos
subcelulares da terapia fotodinamica com base neste composto. Como fase sequencial aos estudos /n vitro, e perante
resultados promissores, foram realizados estudos /# vivo, avaliagao de extrema importancia no ambito de estudos pré-
dinicos, para comprovar o potencial do novo fotossensibilizador na terapéutica oncoldgica e valorizar o seu efeito
com o aumento da complexidade do sistema biolégico.

Embora a terapia fotodindmica esteja associada a efeitos secundarios limitados, facto justificado pela aplicagao local
de luz visivel, a fotossensibilizacao da pele e outros tecidos verifica-se apds a administragao dos compostos. A galopante
evolugao tecnologica que se experiencia atualmente permite uma otimizagao da administragao local de tratamentos,
com uma tendéncia crescente para a sua adaptacao a cada doente em particular. Para esta abordagem, é de todo o
interesse a existéncia de uma imagem auxiliar a orientagao diagndstica e planificagao do tratamento. A medicina
nuclear constitui um método minimamente invasivo que permite a obtengao de imagem metabdlica apds a administragao
de concentragdes reduzidas de um radiotracador. Neste projeto, paralelamente, foi desenvolvido um procedimento de
marcagao de um fotossensibilizador com um radionuclideo. Sendo o tecnécio-99 metastavel o mais utilizado em
medicina nuclear, foram estudadas as carateristicas quimicas adequadas para a marcagdo com o radionuclideo



mencionado. Os estudos de radioquimica foram realizados com o objetivo de otimizar a marcagao do fotossensibilizador,
sendo essencial a caraterizagao da sua biodistribuicao, realizada neste projeto com estudos em animais.

Este projeto surge, deste modo, com duas vertentes paralelas e igualmente importantes. Por um lado, a investigagao
de novos agentes para terapia fotodindmica com efeito bioldgico, no sentido de amplificar a aplicagao desta modalidade
terapéutica em Oncologia, por outro lado, a marcagao de fotossensibilizadores com radionuclideos no sentido de iniciar
a pratica de medicina personalizada no contexto da terapia fotodindmica, com maximizagao de efeito terapéutico e
minimizagao de efeitos secundarios para cada caso em especifico. Assim, foi possivel com este projeto identificar as
caracteristicas fulcrais de agentes fotossensibilizadores para a obtencao de um efeito terapéutico elevado e para a
marcagao eficaz com radionuclideos, incrementando-se o conhecimento necessario para a formulagao do composto
ideal para terapia fotodindmica, que proporcione a possibilidade de, no futuro, contribuir, em simultaneo, para ambas
as vertentes.

Este trabalho s6 foi possivel devido a contributos fundamentais que ndo podem deixar de ser realcados. A custa
de uma equipa multidisciplinar que se alicercou unidireccionalmente na jungao da sintese quimica, passando pelos
estudos /7 vivo e in vitro foi possivel idealizar uma perspetiva com aplicagao pratica.

Em primeiro lugar, como orientadora principal deste projeto, os mais sinceros agradecimentos a Professora Doutora
Maria Filomena Botelho, Diretora do Servico de Biofisica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra,
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RESUMO

RESUMO

A terapia fotodinamica (PDT, do inglés, photodynamic therapy) € uma terapéutica que depende da administragao
de um fotossensibilizador que, por si s6, nao tem efeito farmacologico, e da sua posterior ativagao por irradiagao,
com luz visivel de comprimento de onda adequado do local a tratar. Como consequéncia da fotoativagao do
fotossensibilizador, ocorre producao de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species) que
determinam a morte celular. Pelo seu modo de acao, a PDT esta associada a poucos efeitos secundarios. Esta
reduzida manifestagao de efeitos secundarios, deve-se nao so ao facto do efeito citotoxico ocorrer apenas no local
de ativagao pela luz, mas também devido ao local de acumulagao ser principalmente o tumor, dado que os
fotossensibilizadores tipicamente se acumulam nas células tumorais, pelo que a PDT apresenta elevada seletividade.

No contexto clinico, a PDT € utilizada em oftalmologia, em dermatologia e também em oncologia. No entanto,
a sua utilizagao no tratamento de cancro mantem-se limitada, possivelmente, devido a0 baixo nimero de farmacos
aprovados e também ao baixo nimero de aprovagdes para terapéutica oncoldgica.

Este trabalho teve como objetivo principal desenvolver novos fotossensibilizadores para PDT. Pretendeu-se
desenvolver um fotossensibilizador com elevado potencial terapéutico, caracteriza-lo do ponto de vista fotoquimico,
verificar o seu efeito fotodindmico em varias linhas celulares tumorais, contribuir para esclarecer as suas vias
moleculares de atuagao e estudar o seu potencial terapéutico /7 wivo e biodistribuicao. Paralelamente, pretendeu-
se desenvolver outro fotossensibilizador passivel de ser complexado com tecnécio-99 metastavel (*"Tc), otimizar
um procedimento de marcagao simples e reprodutivel e estudar a biodistribuigao do complexo. Esta vertente, de
associagao da PDT a medicina nuclear, pode proporcionar a maximizagao do efeito terapéutico pela identificagao
do momento de captagao maxima pelo tumor.

Para a concretizagdo destes objetivos utilizaram-se diversas metodologias desde a sintese quimica, estudos /n
vitro, em que se recorreu a diversas metodologias das quais sao exemplo, a microscopia confocal, a citometria de
fluxo, o western blot e marcagao radioativa e a microcromatografia ascendente em camada fina, até aos estudos
n vive.

Foi possivel sintetizar o fotossensibilizador BBr2HPC, com carateristicas fotoquimicas adequadas a utilizagao em
terapéutica, nomeadamente, uma banda com elevada absor¢ao a 645 nm. O valor de ICsy deste fotossensibilizador
nas linhas celulares humanas de carcinoma colorretal, carcinoma do eséfago e melanoma melanocitico foi na ordem
de nanomolar, o que aponta para um efeito teraputico promissor. Verificou-se que o fotossensibilizador BBr2HPC
¢ captado pelas células de carcinoma colorretal e de carcinoma do eséfago e que se acumula nas mitocondrias,
nos lisossomas e no reticulo endoplasmatico, mas nao penetra no nicleo celular. Apds a fotossensibilizagao verificou-
se que o tipo de morte celular ativado, apoptose ou necrose, € influenciado pela concentragao do fotossensibilizador
e tipo de célula tumoral. Varias ROS estao implicadas no efeito fotodindmico do fotossensibilizador BBr2HPC e os

mecanismos citoprotetores nao parecem ser suficientes para inibir os danos celulares.
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Os estudos /7 wivo comprovaram o efeito terapéutico significativo do tratamento fotodindmico, baseado no
fotossensibilizador BBr2HPC, particularmente quando administrada uma concentragao de 2 mg/kg e irradiagao apds
24 horas, em que se observaram casos de resposta patologica completa. A eliminagao deste fotossensibilizador é
hepatobiliar e urindria e o tempo de eliminagao aponta para um perfil de seguranca favoravel numa fase pré-
dlinica.

Na perspetiva do desenvolvimento de um fotossensibilizador com propriedades adequadas a aplicagao diagnéstica,
sintetizou-se e caracterizou-se o 2CPP. Este fotossensibilizador foi caracterizado e complexado com *™Tc, apés o
desenvolvimento de uma metodologia de marcagdo radioquimica simples e reprodutivel que permitiu obter uma
formulagdo com uma eficiéncia de marcagao superior a 92%, estavel no tempo /7 witro e em soro sanguineo
humano. Este fotossensibilizador, também apresenta um perfil de eliminagdo hepatobiliar e urinario e apresenta
potencial para estudos de imagem.

Com este trabalho, foi possivel concretizar o objetivo de desenvolver um fotossensibilizador com intuito
terapéutico, caracterizar as suas vias subcelulares de atuacao e verificar o seu desempenho pré-clinico que se
revelou extremamente promissor. Paralelamente, a utilizagao de fotossensibilizadores complexados com radioisétopos
constituiu uma abordagem de medicina personalizada em PDT, através da medicina nuclear, com potencialidade
terandstica e de seguimento.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) relies on the administration of a photosensitizer, which by itself has no
pharmacological effect, and its subsequent activation by irradiation with visible light of appropriate wavelength. As
a result of photoactivation reactive oxygen species (ROS) are produced leading to cell death. By its mode of action
PDT is associated with few side effects. This is due, not only because of the cytotoxic effect that occurs only at
the site of activation by light, but also because photosensitizers typically accumulate in tumor cells; therefore PDT
exhibits high selectivity.

In the clinical context PDT is used in ophthalmology, dermatology and also in oncology. However, its use in
the treatment of cancer is limited, possibly due to the low number of approved drugs and the low number of
approvals for cancer therapy.

This work aimed to develop new photosensitizers for PDT. It was intended to develop a photosensitizer with
high therapeutic potential, evaluate its photochemical characteristics, access its photodynamic effect in several
tumor cell lines, contribute to clarify its molecular pathways and to study its therapeutic potential /n vivo and
biodistribution. In parallel, we intended to develop another photosensitizer that could be labelled with metastable
technetium-99 (**"Tc), to optimize a simple and reproducible procedure for labelling and to study the biodistribution
of the complex. This approach of joining PDT and nuclear medicine might allow us to maximize the therapeutic
effect by identifying the time at which the maximum uptake by the tumor occurs.

To achieve these goals we used different methodologies, from chemical synthesis, /n vitro studies, in which
several methodologies were used, such as confocal microscopy, flow cytometry, western blot, radioactive labeling
and thin layer microchromatography, to /7 vivo studies.

It was possible to synthesize the photosensitizer BBr2HPC with appropriate photochemical characteristics to use
in therapy, particularly a high absorption band with 645 nm. The ICs, value of the photosensitizer in human
colorectal carcinoma cell lines, esophageal carcinoma and melanocytic melanoma was on the nanomolar range,
which indicates a promising therapeutic effect. BBr2HPC photosensitizer uptake by colorectal carcinoma and
oesophageal carcinoma cells was showed subcellular localization in the mitochondria, the endoplasmic reticulum
and the lysosomes; however the compound do not seem to be able to enter the cell nucleus. After photosensitization
it was found that the type of activated cell death, apoptosis or necrosis, is affected by the concentration of
photosensitizer and type of tumor cell. Several ROS are implicated in the photodynamic effect induced by the
photosensitizer BBr2HPC and cytoprotective mechanisms seem insufficient to prevent cell damage.

In vivo studies have shown significant therapeutic effect of the photosensitizer in the photodynamic treatment
based on BBr2HPC, particularly when a concentration of 2 mg/kg was administered and irradiation took place
24 hours after, after which some cases ofcomplete pathologic response were observed. This photosensitizer has
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hepatobiliary and urinary elimination and its elimination time points to a favorable safety profile in a predinical
phase.

In the view of developing a photosensitizer with properties suitable for diagnostic application, 2(PP was
synthesized and characterized. This photosensitizer was characterized and complexed with ™™Tc, after the
development of a simple and reproducible method for radiochemical labeling that yielded a formulation with a
labelling efficiency superior to 92%, stable in time in vitro and in human blood serum. This photosensitizer also
presents a hepatobiliary and urinary elimination profile and has potential for imaging studies.

This work allowed to achieve the goal of developing a photosensitizer with therapeutic intent, characterize its
subcellular pathways of action and check its pre-clinical performance, which revealed extremely promising. Similarly,
the use of photosensitizers complexed with radioisotopes might provide a personalized medicine approach to PDT
using nuclear medicine, with applications in teranostics and follow-up.
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CAPITULO |

CAPITULO | — FUNDAMENTOS E POTENCIALIDADES DA TERAPIA
FOTODINAMICA

0 cancro é uma palavra singular que inclui uma diversidade de doencas que tém em comum uma divisao
celular descontrolada, consequéncia de alteragdes nos mecanismos de proliferagdo e regulagao celular. O cancro
distingue-se pela independéncia as restrigoes presentes nos tecidos normais. A célula tumoral ndo obedece as regras
complexas de arquitetura e funcao que regem a morfologia habitual e comportamento celular num tecido e é
insensivel as barreiras anatomicas das membranas celulares adjacentes e membranas basais. Como parte do seu
comportamento invasivo, as células tumorais, ao atingir um vaso linfatico ou capilar, sdo capazes de penetrar na
sua parede, migrar para locais remotos onde a possibilidade de extravasamento, aderéncia e colonizagao permita
a formagao de metastase. Na auséncia de um evento interveniente, e passado o tempo suficiente, as alteragdes
anatomicas e funcionais consequentes determinam a morte (Hong ez 2/ 2010).

0 cancro constitui uma das principais causas de morte no mundo. Em 2012 registaram-se [4,I milhdes de
novos casos, 8,2 milhdes de mortes e 32,6 milhdes de pessoas afetadas (no periodo de 5 anos apds o diagndstico)
em todo o mundo (Ferlay er a/ 2013). Os mapas de incidéncia e mortalidade por cancro estimados para o ano
de 2012 estao representados na Figura |. A transformagdo de uma célula normal numa célula tumoral é um
processo que envolve varias etapas que dependem da interagdo da genética de cada individuo com trés categorias
principais de carcinogéneos, nomeadamente, fisicos, como a luz ultravioleta ou a radiagdo ionizante, quimicos,
como alguns componentes do tabaco ou de alguns alimentos, e bioldgicos, consequentes a algumas infecdes
bacterianas ou virais. Assim, constituem principais fatores de risco para o desenvolvimento de cancro, habitos
tabagicos, dietas alimentares pobres e desequilibradas, consumo de alcool, adogao de estilos de vida sedentérios
ou infegdes cronicas como hepatite B ou C, entre outras (Murphy e a/ 2012; World.Health.Organization, 2014).

A incidéncia do cancro aumenta com a idade. Em 2030 estima-se que 70% dos doentes com cancro terd mais
de 65 anos, consequéncia natural do aumento da esperanca média de vida, que estd associado a necessidade de
mais cuidados de saide (Gianni ef ] 2001). O envelhecimento estd associado a uma série de eventos a nivel
molecular, celular e fisiologico que influenciam a carcinogénese e a progressao tumoral. Foram propostas trés
teorias para a explicar a associagao da incidéncia de cancro com a idade. A primeira hipotese suporta que esta
associagao € consequente da duragdo da carcinogénese, ou seja, a maior prevaléncia em individuos mais velhos
reflete a exposicao mais prolongada a agentes cancerigenos (Anisimov, 2007). A segunda hipdtese propde que as
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alteragoes fisioldgicas normais relacionadas com a idade sao favoraveis a indugao de neoplasias ou a proliferagao
de células malignas pré-existentes. (Anisimov, 1983, 2003). A terceira teoria propde que o fendtipo mais propenso
a neoplasmas de individuos mais velhos se deve aos efeitos combinados das mutagdes cumulativas, disfungao dos
telomeros, silenciamento epigenético e ambiente estromal alterado (DePinho, 2000).

0 progresso na investigagao médica basica permitiu melhor compreensao da biologia do tumor e a concegao
de novas gerages de farmacos dirigidos a alvos moleculares, no entanto poucas excegdes mostram alteracdes
notaveis nos resultados do tratamento e o nimero de novos medicamentos anticancro aprovados é baixo (Agostinis
et al, 2011). Apesar dos esforcos no sentido de melhorar os tratamentos disponiveis, a resposta a longo prazo de
doentes tratados cirurgicamente, com radioterapia e quimioterapia mantém-se sub-6tima, pois a falta de seletividade
destas terapduticas resulta geralmente em efeitos secundarios graves (Yoo & Ha, 2012). Estes factos dao énfase a
necessidade de explorar terapduticas emergentes, como a terapia fotodindmica (PDT, do inglés, photodynamic
therapy). Apesar da sua utilizagao limitada, a PDT estd aprovada para o tratamento de doencas neoplasicas e nao
malignas, e é considerada uma terapéutica de sucesso no tratamento de varios tipos de cancro (Serra ef a/ 2008a;
Agostinis et a/ 2011).

A PDT € uma terap&utica pouco invasiva que produz citotoxicidade seletiva nas células tumorais. O procedimento
depende da administragdo de um fotossensibilizador (PS, do inglés photosensitizer), que por si so é inativo, seguido
da sua irradiagao com luz de comprimento de onda correspondente a banda de absorcao do farmaco. A presenca
de oxigénio é fundamental para que a reagao fotodindmica, com origem nos estados excitados do fotossensibilizador,
tenha sucesso. Como consequéncia da reagao fotodindmica pode ocorrer morte celular diretamente, ou de modo
indireto por lesao da vasculatura tumoral ou mesmo pela indugao de uma reacao inflamatdria local (Plaetzer ef
al, 2009). Varios estudos clinicos mostraram que a PDT pode ser curativa, particularmente, no caso de tumores
pouco avangados. Por outro lado, sabe-se que pode prolongar a sobrevivéncia no caso de tumores inoperaveis e
melhorar a qualidade de vida do doente (Agostinis ef a/ 2011).

Figura I: Mapa de incidéncia (2 esquerda) e mapa de mortalidade (a direita) por cancro estimadas para o ano de 2012. Retirado de
GLOBOCAN 2012 (http://globocan.iarc.fr/Pages/Map.aspx# consulta a 15 de Maio de 2014).
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Sao varias as caracteristicas da terapia fotodindmica que a tornam uma terapéutica interessante, como baixa
toxicidade para os tecidos normais, auséncia de efeitos secundarios sistémicos, auséncia de mecanismos de resisténcia
adquirida, bom resultado cosmético e baixa limitagao da funcao dos drgaos afetados, sobretudo, no ponto de vista
de combinagao com outras terapéuticas (Agostinis ez a/ 2011).

Foi com a descoberta acidental, no principio do século XX, em que o estudante de medicina Oscar Raab
verificou que a combinagdo de luz de elevada intensidade com um corante como o laranja de acridina, sobre uma
preparagao de paramécias, provocava a morte que se iniciou a investigagao da reagdo fotodindmica (Ackroyd ef
aj, 2001). Em conjunto, Raab e os seus professores verificaram que este acontecimento era devido a uma reagao
fotoquimica dependente de oxigénio (Allison, 2014). Em poucos anos foram descritos os primeiros estudos clinicos
da aplicagao da PDT, tendo por base moléculas corantes, no tratamento principalmente de cancro da cabega e
pescoco ou da pele (Triesscheijn er 2/ 2006). Apesar do sucesso com que estes estudos foram descritos, o interesse
na PDT diminuiu, com a progressiva redugao do nimero de trabalhos publicados. No entanto, neste periodo, foi
descrita também a possibilidade de usar a fluorescéncia do fotossensibilizador para tornar o tumor visivel, e
portanto, a possibilidade de aplicar a reagao fotodinamica para diagnostico (Allison, 2014). Foi a partir dos anos
10 que Dougherty redescobriu a PDT e redefiniu esta terapéutica com ensaios clinicos bem-sucedidos. Os resultados
da administragao de derivados da hematoporfirina (HpD), seguida de iluminagao com luz vermelha, em mais de
100 doentes com cancros da pele e da bexiga, constituiram evidéncias que contribuiram para a aceitagdo e a
generalizagao desta terapia (Triesscheijn ez a/ 2006; Allison, 2014). Em 1993, a PDT baseada em HpD foi aprovada
pela primeira vez no (anadd, para o tratamento de cancro da bexiga, tendo sido posteriormente aprovada também
nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa (Plaetzer er a/ 2009). Assim, ha cerca de duas décadas, esta
foi a primeira terapéutica aprovada que consiste na combinagao de um farmaco com um dispositivo (Agostinis ef
al 2011).

Atualmente, apesar de estar aprovada para varias indicagdes em varios paises, o uso clinico da PDT é limitado.
A simplicidade do mecanismo de acao desta teraputica esta comprometida pela necessidade de uma abordagem
multidisciplinar para a sua implementacao. A investigagdo basica progrediu grandemente na compreensao dos
mecanismos bioldgicos e bioquimicos inerentes a esta terapéutica, no entanto ha ainda muito por esclarecer (Yoo
& Ha, 2012).

Fundamentos da Terapia Fotodindmica

A PDT é uma terapéutica pouco invasiva, que depende da administragdo de um fotossensibilizador que é
posteriormente ativado localmente, pela irradiagdo com um feixe de luz de comprimento de onda adequado e que
corresponde ao seu espetro de absorcao. Na presenca de oxigénio molecular, o fotossensibilizador ativado pela luz
inicia uma sequéncia de reagdes fotoquimicas e fotobioldgicas que produzem espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés, reactive oxygen species), capazes de provocar a morte celular. Assim, a PDT assenta na combinagao de
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trés componentes que, por si so, nao tém efeito citotoxico, o fotossensibilizador, a luz e o oxigénio, mas que
combinados adequadamente produzem a reagao fotodinamica.

Do ponto de vista de aplicagao clinica a PDT é uma terapéutica realizada em dois procedimentos sequenciais.
0 fotossensibilizador & administrado de forma intravenosa, distribui-se por todo o organismo e acumula
preferencialmente no tumor. Os mecanismos responsaveis por esta acumulagao preferencial nao estao completamente
esclarecidos pois dependem grandemente da natureza do fotossensibilizador, no entanto varios trabalhos apontam
para algumas hipoteses explicativas, que serao discutidas mais a frente. Apés um periodo de tempo variavel e
ajustado a retencao pelo tumor e ao tempo de eliminagao natural do fotossensibilizador, pelos tecidos/drgaos nao
alvo, é realizada a irradiagao. A irradiagao ¢ feita preferencialmente com luz de comprimento de onda adequado
para a penetragao nos tecidos, o que torna a cor vermelha preferencial, e correspondente a capacidade de absor¢ao
do fotossensibilizador utilizado. Apds a irradiagdo, o tumor € destruido e o tecido regenera-se com alguma
ccatrizagao (Ortel e a/ 2009). A irradiagdo pode ser feita em praticamente qualquer drgao do corpo pela
utilizagao de dispositivos flexiveis de fibra dtica (Agostinis e @/ 2011). Estas particularidades das quais a PDT
esta dependente conferem-lhe uma dupla seletividade: a retencao preferencial do fotossensibilizador pelas células
tumorais e a aplicagao da luz de forma direcionada a regido a tratar (Anand er a/ 2012). A dupla seletividade
desta terapéutica permite minimizar os danos nos tecidos adjacentes (Agostinis e 2/ 2011). Para além destas
caracteristicas, a PDT tem outras vantagens adicionais em relagao as teraputicas convencionais, ja que pode ser
usada antes ou ap6s a quimioterapia, radioterapia ou cirurgia sem comprometer estes tratamentos e o tempo de
recuperagao ¢ reduzido. A PDT nao € genotoxica e a repeticao do tratamento nao resulta em toxicidade cumulativa.
E um tratamento pouco invasivo, que requer uma Gnica administragio e uma dnica irradiagdo. Esta terapia, em
muitas situagdes dlinicas, pode ser realizada em regime de ambulatdrio, como atualmente acontece com a
radioterapia e a quimioterapia, no entanto, nestas duas situagoes os periodos de tratamento sao muito mais
longos. Para além disso, pode dizer-se que as interagdes medicamentosas ndo ocorrem, ji que nem o0
fotossensibilizador nem a irradiagao interferem com outros farmacos anti-neoplasicos, 0 que permite a combinagao
com outras metodologias de tratamento, o que alids tem vindo a ser crescentemente sugerido ao nivel da
investigacdo pré-clinica (Gomer ef a/ 2006; Verma et aj 2007). Outra vantagem da PDT é que o tratamento
pode ser repetido em caso de recorréncia tumoral ou de aparecimento de novo tumor primario numa area
previamente tratada, sem risco de dano dos tecidos normais circundantes ou de desenvolvimento de resisténcia a
terapia, mecanismos habitualmente associados as terapéuticas convencionais. Este segundo tratamento, de acordo
com a abordagem convencional, torna-se complicado tanto para a cirurgia como para a quimioterapia e a
radioterapia (Hopper, 2000; Triesscheijn e ] 2006). Conjuntamente, o excelente resultado cosmético torna esta
teraputica adequada para tratar casos de cancro da pele. Nao se verificam alteragdes significativas da temperatura
dos tecidos e a preservacao do tecido conjuntivo proporciona fibrose minima, o que proporciona a manutengao
da integridade anatémica e mecanica mesmo no caso de orgaos ocos (Agostinis ef a; 2011). A PDT poupa a
arquitetura dos tecidos porque nao danifica elementos fibrilhares como o colagénio e a elastina e preserva a
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matriz que serve de suporte a regeneragao do tecido, o que permite também a recuperagdo sem formagao de
ccatriz (Grant et a 1997; Verrico et a 2001). Uma vantagem da limitada penetragdo da luz é a protecao dos
tecidos normais circundantes em relagdo a fototoxicidade. Os comprimentos de onda utilizados na terapéutica
podem induzir morte celular num raio maximo de [0 mm da zona iluminada (Triesscheijn ef a/ 2006). Em
contraste, a cirurgia e a radioterapia podem ser altamente mutiladoras das estruturas circundantes da drea a
tratar. Doentes com tumores inoperaveis, que esgotaram outras opges terapéuticas, também podem usufruir de
melhorias na sua qualidade de vida através da PDT (Agostinis ef 2/ 2011). Varios ensaios clinicos tém demonstrado
que a PDT tem uma baixa taxa de morbilidade (Hopper, 2000).

A natureza localizada do tratamento fotodindmico deve ser sempre tida em conta pois, se por um lado contribui
para as suas limitagoes, na medida em que nao permite tratar doenca disseminada, por outro lado pode também
ser uma oportunidade de estabelecer uma terapdutica de sucesso contra o cancro uma vez que, a atuagao apenas
na regido do tumor minimiza os efeitos secundarios tipicos das terapguticas anticancro convencionais. Apesar das
limitagdes no tratamento da doenga avancada ou disseminada, mesmo nestes casos, a PDT pode melhorar a
qualidade de vida e a sobrevivéncia do doente (Brown ef a/} 2004). Para a doenga inicial, a PDT é uma terapéutica
com numerosas vantagens, pois a sua seletividade minimiza os efeitos secundarios e um Unico procedimento pode
resultar na extingao do tumor (Brown e a/ 2004). No entanto, e uma vez que as lesdes metastaticas sao a causa
mais frequente de morte de doentes com cancro, varios trabalhos de investigacao tém como foco o desenvolvimento
de condigdes otimas de PDT capazes de induzir imunidade sistémica (Agostinis ef a/ 2011).

Os efeitos adversos da PDT relacionam-se com a ocorréncia de dor durante alguns protocolos de tratamento e
a fotossensibilizagao persistente da pele apds tratamento que tem sido contornada pelos fotossensibilizadores mais
recentes (Agostinis ez a/ 2011). A principal limitagao da PDT é a necessidade dos doentes permanecerem em luz
fraca durante algum periodo de tempo e de evitarem a exposicdo direta aos raios solares. No entanto, para
reduzir a fotossensibilidade da pele e minimizar outros efeitos secundarios & importante ter em conta a concentragao
do fotossensibilizador, a poténcia e a energia da luz administrada (Plaetzer es 2/ 2009).

Apesar de a PDT estar aprovada para varias doengas oncoldgicas e ndo malignas, a recorréncia do tumor
continua a ser uma das principais limitagdes desta terapéutica. Possivelmente, os fatores que influenciam
negativamente a acao da PDT sao a distribuicdo nao homogénea da luz e a acumulagdo insuficiente de
fotossensibilizador nas células tumorais. O oxigénio é um dos trés pardmetros chave da PDT, que ocorre a custa
do gasto desta molécula, pelo que o aparecimento de areas hipoxicas apos a PDT é provavel. A PDT pode lesar
diretamente o tecido tumoral com o concomitante consumo de oxigénio ou provocar danos indiretamente através
de destruigao vascular o que, por si s6, pode causar deplego de oxigénio. A existéncia de hipoxia no microambiente
tumoral, promove um sinal, habitualmente mediado pelo fator de transcrigao induzido pela hipoxia 1 (HIF-I, do
inglés Aypoxia-inducible factor /), que favorece a produgdo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, do
inglés vascular endotelial growth factos), o qual constitui um interruptor da angiogénese. Esta relagao entre a PDT
e a angiogénese foi estabelecida pela primeira vez por Ferrario e colegas que mostraram que a associagdo com
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anti-angiogénicos pode melhorar a eficcia terapéutica da PDT (Ferrario e a/ 2000, 2002; Vittar ef a/ 2013). A
expressao de HIF-1, induzida por hipoxia, contribui para a menor eficicia da PDT. Uma elevada expressao intrinseca
de HIF-1, foi associada a uma baixa taxa de resposta completa apds a PDT. Surpreendentemente, mesmo na
auséncia de hipoxia, podem ocorrer efeitos mediados pela ativagao do HIF-lc, os quais podem estar relacionados
com o aumento das ROS. Este aumento das ROS estd também envolvido na regulagao do HIF-I, através da ativagao
dos componentes da sinalizagao a montante, tais como a p38 (do inglés, P28 mitogen-activated protein kinases)
e a ERK/MAP (do inglés, extracellular-signal regulated kinase/mitogen-activated protein) cinase, o que leva a um
aumento na sua transcrigdo. Do ponto de vista da investigagao fundamental, o HIF-1 esta no centro de uma via
de sinalizagao que condiciona a dindmica do microambiente do tumor e que pode ter um impacto importante no
resultado dlinico da PDT. A combinagao de PDT com inibidores da angiogénese demonstrou em estudos pré-clinicos,
o aumento do efeito terapéutico (Vittar e a/ 2013).

Tendo em conta os fatores que estao na base da PDT, é possivel desenvolver varios regimes de tratamento de
acordo com a escolha do fotossensibilizador e as caracteristicas da fonte de luz, tais como, o comprimento de
onda, a duragdo da irradiagdo, a forma de irradiar, se continua ou intermitente, a disponibilidade de oxigénio, e
o tipo de tumor. A fisiologia tumoral é fundamental na definicdo da resposta terapéutica (Anand er a/ 2012). 0
fotossensibilizador, selecionado de acordo com o tipo de lesdo neoplasica a tratar, é administrado ao doente, e
passado o tempo suficiente para se atingir a concentragao maxima no interior das células tumorais, é realizada a
irradiagdo com luz de comprimento de onda apropriado. A luz deve penetrar até ao local onde se encontra o
tumor, ou nao terd os efeitos desejados. Complementarmente, quanto mais elevada for a concentragao de oxigénio
no tumor melhor sera o resultado. No entanto, o sucesso desta terapéutica tem grande dependéncia da substancia
fotossensivel (Agostinis ez a/ 2011). Um dos aspetos mais promissores da PDT é a constatagdo, através de modelos
animais, que muitas das substancias fotossensiveis sao retidas nos tumores em concentragdes mais elevadas do que
nos tecidos normais. Quando os fotossensibilizadores tém baixa seletividade para as células tumorais é necessario
ultrapassar este problema, para o que foram propostas varias solugdes. Uma das solugdes propostas é a
imunoconjugagao, ou seja, combinar o fotossensibilizador com um anticorpo monoclonal especifico para um alvo
celular sobrexpresso no tecido. Alguns estudos /7 vitro ja demonstraram a utilidade dos fotossensibilizadores
imunoconjugados para alvos especificos, cuja lista continua a expandir-se, incluindo o antigénio carcinoembrionario
(CEA, do inglés carcinoembryonic antigen), o antigénio (D20 (CD20, do inglés B-Jymphocyte antigen), o recetor do
fator de crescimento epidermal (EGFR, do inglés epidermal growth factor receptor), o recetor do fator de
crescimento epidermal humano 2 (HER-2, do inglés fuman epidermal growth factor receptor 2), varias interleucinas
e fragmentos especificos de tumor de fragmentos varidveis de cadeia dnica (scFv, do inglés single-chain variable
fragmend. No entanto, ainda nao existem estudos clinicos que utilizem estes fotossensibilizadores (Qiang er a/
2008).

A dosimetria na PDT é fundamental para assegurar uma distribuigdo da energia uniforme sobre o tecido alvo
e permite avaliar também o efeito sobre os tecidos normais circundantes ao tumor. A dosimetria adequada
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equaciona a concentragao igualmente adequada de fotossensibilizador, a luz e também a disponibilidade de
oxigénio. A necessidade de otimizagao destes parametros podera ser uma das limitagoes a utilizagao generalizada
desta terapéutica, por isso, o desenvolvimento de ferramentas de planeamento constitui uma mais-valia.

Fotofisica e fotoquimica da terapia fotodinamica

Apos ativagao pela luz, a molécula fotossensibilizadora passa do estado fundamental para o estado excitado de
vida curta. Este processo estd na origem da reagao fotodindmica que pode ter varios desfechos, e esta representado
na Figura 2. A maioria dos fotossensibilizadores no seu estado fundamental tem eletrdes com spins opostos
localizados na orbital molecular energeticamente mais favoravel, ou seja, os eletrdes perfazem um spin total de 0
com multiplicidadade de I, a configuragdo energética mais baixa possivel. A absor¢ao de um quantum de luz com
energia apropriada conduz a transferéncia de um eletrao para um estado de maior energia, que significa a
passagem do fotossensibilizador ao estado excitado singleto ('PS). Este fotossensibilizador excitado é muito instével
e por isso pode voltar ao estado fundamental ('PS). Como cada estado excitado pode ocorrer em vérios niveis
vibracionais, a primeira hipétese é a passagem do eletrdo para o nivel de energia vibracional mais baixo. Este
processo é designado por relaxamento vibracional e ocorre com emissao de energia sob a forma de calor. Pode
também ocorrer a passagem de um eletrdo de um estado excitado para o estado fundamental por emissao de um
fotao de fluorescéncia. A emissao de fluorescéncia é possivel apenas na transicao do estado singleto para o estado
fundamental, pelo que o comprimento de onda de fluorescéncia, nao depende do comprimento de onda de
excitagdo e é sempre menor que este. A diferenca entre o comprimento de onda maximo de excitagdo e o
comprimento de onda maximo de emissdo designa-se por desvio de Stokes e deve-se a perda de energia (Castano
et al, 2004). Neste caso ndo ocorre a reacao fotodinamica com efeito teraputico, no entanto esta propriedade
pode potencialmente ser aproveitada para diagndstico através da obtencao de imagens de fluorescéncia (Celli 2010,
Lovell 2010). Se o fotossensibilizador passar do estado excitado singleto a um estado excitado tripleto (*PS), para
posteriormente formar um estado tripleto mais estavel com spin invertido de um dos eletrdes desemparelhados,
através de cruzamento intersistema, podera estimular as reacdes fotodinamicas do tipo | e do tipo II.

A reacdo do tipo | envolve a interagdo do estado excitado tripleto com substratos celulares e formagao de
radicais livres. Detalhadamente, ocorre transferéncia de eletrdes e/ou ides H* de modo a formar radicais anio
(substrato™) ou catido (substrato*’), respetivamente, que por sua vez, podem reagir com o oxigénio e formar ROS.
Esta reagdo, frequentemente, resulta na formagio de anides superdxido, 0", por transferéncia de um eletrdo do
estado excitado tripleto para o oxigénio molecular. Os anides superoxido, em sistemas bioldgicos, reagem com a
agua de forma a produzir peréxido de hidrogénio, H,0,. O peroxido de hidrogénio pode passar através das
membranas celulares e, deste modo, pode provocar danos que nao sao confinados a um compartimento e, por
este motivo, sao muito relevantes. Em concentragdes mais elevadas o anido superdxido pode formar radicais
hidroxilo, OH", com um potencial redox Eq = 1,35 V, altamente reativos, que atacam e oxidam qualquer molécula
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bioldgica. Na presenca de ides metalicos como o cobre ou o ferro podem também ser produzidos radicais hidroxilo
pela reacao de Fenton (Juarranz er a/ 2008; Ortel er 2/ 2009; Plaetzer ef aj 2009; Agostinis et a 2011; Yoo
& Ha, 2012).

A Estado excitado B
| ) ) . singleto (PDT)
tripleto (PDT)
T
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Fosforescéncia

Y &
\ 7
\ /

N

Distancia interatémica
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Figura 2: A) Diagrama de energia de Perrin-Jablonski para um fotossensibilizador (PS). A absor¢do de um fotdo (hv) leva & excitagdo
eletronica para os estados singleto (SI) ou tripleto (TI). No estado singleto, o fotossensibilizador pode reagir com moléculas vizinhas,
ou transitar para o estado excitado tripleto, TI, por cruzamento intersistema (ISC, do inglés, ntersystem crossing) ou relaxar, S0, com
dissipagdo de energia (nr). B) Reagdes do tipo | e Il. O estado tripleto é o estado de maior duragdo, consequentemente, medeia as
reagdes bioldgicas e fotoquimicas que levam a produgdo de espécies radicais através da transferéncia de eletrdes para o oxigénio ou
outros substratos celulares aceitadores de eletrdes, reagao do tipo I, ou @ transferéncia de energia para moléculas de oxigénio com
formagao de oxigénio singleto ('0), reagdo do tipo Il. 0 mecanismo fotodindmico mediado por '0; é o mais importante para a
citotoxicidade induzida pela PDT. Adaptado de Celli e 2/ 2010 e de Dai er a/ 2012.

A reagao do tipo Il envolve a transferéncia direta de energia entre o fotossensibilizador no estado tripleto e o
oxigénio molecular, no seu estado tripleto fundamental, o que leva & produgdo de oxigénio singleto, '0, (Juarranz
et al, 2008; Ortel er a/ 2009; Plaetzer ef aj 2009; Agostinis ef aj 2011; Yoo & Ha, 2012). De acordo com o
que estd descrito, a maior parte das reagoes fotodindmicas assentam na reagao do tipo Il. No entanto, ambas
podem ocorrer em simultineo mas a predominante esta na dependéncia das propriedades do fotossensibilizador,
dos substratos intracelulares, entre outros fatores (Juarranz et aj 2008; Plaetzer e aj 2009; Robertson ef a]
2009; Yoo & Ha, 2012). Assim, pode-se afirmar que o principal produto da PDT € o oxigénio singleto, que
corresponde ao estado eletronico do oxigénio de excitagao mais baixa, espécie altamente reativa (Robertson ef a/
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2009; Yoo & Ha, 2012). Apesar da sua elevada reatividade no contexto de um sistema bioldgico o oxigénio
singleto tem um tempo de vida e raio de acao limitados, por esse motivo, as primeiras moléculas a sofrer os
danos da formagao do oxigénio singleto sao as que estiverem proximas do seu local de formagao (Anand ef a/
2012; Yoo & Ha, 2012).

Durante todo este processo, a molécula fotossensibilizadora regenera-se e pode funcionar de forma catalitica,
ou seja, podem produzir-se varios ciclos de formagao de oxigénio singleto por cada molécula de fotossensibilizador
(Brown et a 2004).

Importancia do fotossensibilizador

0 fotossensibilizador constitui, possivelmente, o mais importante componente da PDT, e considera-se que o
resultado terapéutico estd grandemente centrado na sua estrutura quimica. Conforme descrito, o fotossensibilizador
¢ a molécula que absorve energia de comprimento de onda especifico e a transforma em energia util (Yoo & Ha,
2012). Dada a sua importancia, varios investigadores reviram e enumeraram as caracteristicas do fotossensibilizador
ideal (Triesscheijn ez a/ 2006; Ortel ez 2] 2009; Agostinis ef a/ 2011; Allison, 2014). A molécula fotossensibilizadora
deve ter elevada capacidade de efetivar a reagdo fotodinamica, ou seja, deve ter um elevado rendimento de
producao de oxigénio singleto, no contexto de um sistema bioldgico, apds ativagao por luz adequada.
Associadamente, o fotossensibilizador deve também ser indcuo na auséncia de luz, para evitar possiveis efeitos
secundarios sistémicos.

Relativamente a sintese, deve ser uma substdncia pura e nao uma mistura, de modo a evitar variabilidade
entre lotes, deve ser facil de preparar para que a sua comercializagdo seja exequivel e deve ser estavel de modo
a permitir o seu armazenamento e transporte. A formulago deve permitir uma administragao segura e sem dor,
passivel de ser realizada de modo oral, ou tdpico ou intravenoso. Do ponto de vista farmacocinético deve
concentrar-se rapidamente na lesdo para permitir que a irradiagdo seja o mais precoce possivel e deve ser
elimnado rapidamente de modo a minimizar quaisquer efeitos indesejaveis. A molécula deve ainda ser
preferencialmente anfifilica, de modo a sua distribuicao ser adequada sem recurso a sistemas de transporte (Allison,
2014). Uma outra caracteristica muito importante é a presenca de um elevado pico de absorcao de luz entre
600 e 800 nm, isto é, de cor vermelha, que garante um bom compromisso entre a penetragao da luz nos tecidos
(que aumenta com o comprimento de onda) e a energia suficiente nos fotdes, de modo a obter estados excitados
com energia suficiente para poderem originar um rendimento substancial de ROS (Agostinis ez a/ 2011).

As moléculas com forte absorvancia no vermelho de comprimento de onda longo proporcionam um resultado
terapéutico superior. A maioria das moléculas fotossensibilizadoras tem por base uma estrutura tetrapirrolica,
semelhante @ da protoporfirina contida na hemoglobina, como € o caso das porfirinas e das clorinas, ou sdo
estruturalmente relacionadas com ela, como é o caso das bacterioclorinas e das ftalocianinas (Agostinis ef a/
2011). Para além do macrociclo heterociclico, estas moléculas podem conter um atomo central metalico como o
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ferro ou o magnésio. A presenca de um sistema de eletrdes 7z garante-lhes um elevado poder de absor¢ao, o que
as torna atrativas para aplicagdo em medicina. Na natureza existem varias porfirinas responsaveis por controlar
processos de oxidagao-redugao (0’Connor ef 2/ 2009).

Para além das caracteristicas fisicas e fotoquimicas favoraveis do macrociclo tetrapirrdlico é também favoravel
a sua capacidade intrinseca de se acumular seletivamente nos tumores. Os fotossensibilizadores, particularmente os
do tipo porfirinico, tém tendéncia a acumular preferencialmente em células tumorais, o que foi demonstrado em
varios estudos (Jori, 1989; Jori & Reddi, 1993; Hamblin & Newman, 1994a; Boyle & Dolphin, 1996; Larroque ef
al, 1996; Woodburn ef ] 1998; Qiu et a/ 2014). Os mecanismos responsaveis por este facto estdo pouco
esclarecidos, no entanto, varios autores desenvolveram estudos que apontam algumas hipéteses (Brown et a/
2004). Uma possibilidade € a preponderancia nos tumores de vasos com alteragoes morfoldgicas como solugdes de
continuidade e com trajeto tortuoso devido a neovascularizagdo e a auséncia de drenagem linfatica, pelo que a
permeabilidade e retencao sao maiores (Agostinis ef a/ 2011). Outra hipotese explicativa é o facto de alguns dos
compostos mais eficazes ligarem preferencialmente aos recetores da lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés
low density lipoprotein), que estao frequentemente sobrexpressos nas células tumorais (Maziere e a/ 1990; Kessel
et a, 1991; Jori & Reddi, 1993; Agostinis ez a/ 2011). Muitos tipos de células tumorais sobrexpressam o recetor
de LDL apoB/E (Apolipoproteina B/£), o que devera constituir uma resposta a biossintese de lipidos necessarios
a0 ritmo acelerado de extensao das membranas celulares de que depende o crescimento tumoral rapido (Korbelik,
1992; Yuan er af 1993; Allison e 2/ 1994). Ha ainda autores que defendem que os fotossensibilizadores sao
mantidos juntamente com outras macromoléculas no espago extracelular devido a baixa drenagem linfatica dos
tumores (Roberts & Hasan, 1992) ou que o pH baixo, frequentemente encontrado no citoplasma tumoral, é
responsavel pela ionizagao de fotossensibilizadores que, consequentemente, tornam-se mais hidrofilicos e ficam
retidos no interior da célula (Pottier & Kennedy, 1990).

Os fotossensibilizadores que tém a estrutura tetrapirrdlica como base, costumam ser dlassificados como de
primeira, segunda e terceira geracdo. Estas geracdes estao relacionadas nao so com questdes historicas mas também
com a abordagem conceptual que resultou no seu desenvolvimento (Senge, 2012). Os fotossensibilizadores da
primeira geracao induem o derivado da hematoporfirina (HpD, do inglés, hematoporphyrin denivative) e o
Photofrin®, o primeiro PS aprovado para uso clinico, apds os trabalhos de Dougherty. Os fotossensibilizadores da
segunda geragdo, que incluem o acido 5-aminolevulinico (5-ALA, do inglés S-aminolevulinic acid), a hipericina,
derivados da benzoporfirina, ftalocianinas, entre outros, como o Foscan® e o Verteporfin®, foram desenvolvidos de
forma a eliminar alguns problemas das moléculas da primeira geracao, como a fotossensibilidade prolongada da
pele e a absorcao de luz para os comprimentos de onda com baixa capacidade de penetragdo nos tecidos. Assim,
estes fotossensibilizadores surgem como substancias quimicamente puras, com caracteristicas espectrais otimizadas,
que absorvem luz de comprimento de onda mais longos de maior penetragao nos tecidos, e com elevado rendimento
quantico de formagao de oxigénio singleto. Os pressupostos para a obtencdo de compostos de segunda geracdo
sao fundamentalmente de indole quimica. Os fotossensibilizadores de segunda geragao permitiram obter excelentes
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resultados no tratamento fotodindmico de varios tipos de cancro e alguns estao aprovados para uso dlinico. No
entanto, ha sempre espago para melhoramentos, no caso dos fotossensibilizadores, particularmente no que concerne
as caracteristicas farmacologicas. A terceira geragdo de substancias fotossensiveis geralmente traduz-se por
modificagdes, como conjugados biologicos (fotossensibilizadores conjugados com lipossomas ou anticorpos) que
melhoram a acumulagao seletiva do fotossensibilizador no tecido tumoral e, atualmente, representam uma area de
investigacao ativa (Huang ef a/ 2008; Byrne e a/ 2009; Anand ef a/ 2012; Senge, 2012).

A lipofilicidade influéncia as propriedades dos fotossensibilizadores, e é determinante para a captagao celular e
para a localizagdo intracelular dos compostos. A estrutura priméria, os grupos substituintes, a possibilidade de
complexagao com ides metalicos e a carga, determinam propriedades moleculares tais como a polaridade, a
solubilidade, a farmacocinética e a distribuicao subcelular. Também determinam a energia do estado tripleto e a
capacidade de formar oxigénio singleto apds irradiagao (Greer, 2006). A solubilidade é igualmente uma caracteristica
de grande importancia. A anfifilicidade assegura ndo so o transporte na corrente sanguinea, sem formagdo de
precipitados ou agregados, como a penetracdo eficaz na bicamada lipidica da membrana celular. Um bom
fotossensibilizador ndo deve ter tendéncia a formar agregados pois isso reduziria a sua capacidade de absorver
luz e de passar ao estado tripleto. Em relagdo & farmacocinética, a seletividade para as células tumorais
relativamente as outras células pode ser aumentada através da utilizagao de algumas estratégias. Tal como referido,
foram realizados estudos em que o fotossensibilizador é covalentemente ligado a moléculas que tém alguma
afinidade para o tumor ou para recetores especificos expressos pelas células tumorais. Estas moléculas incluem os
anticorpos monoclonais, fragmentos de anticorpos, péptidos, proteinas, hidratos de carbono, somatostatina, acido
folico, entre outros (0’Connor ez a} 2009; Agostinis et a/ 2011).

Apds a reagao fotodindmica o ideal é que a eliminagdo do fotossensibilizador seja a mais rapida possivel, de
modo a minimizar o periodo de fotossensibilidade generalizada. O fotossensibilizador pode ser degradado por ago
da luz, fendmeno designado por photobleaching. Este efeito era considerado como indesejavel, mas podera ser
positivo na medida em que torna a dosimetria da luz menos critica e minimiza a possibilidade de a reagdo
fotodinamica ser excessiva. A degradagdo e o metabolismo celular também ndo podem formar produtos toxicos. E
fundamental que o fotossensibilizador nao seja mutagénico nem produza moléculas com essa caracteristica quer
antes quer apds a irradiagdo. Esta caracteristica depende essencialmente da tendéncia para nao se acumular no
nicleo e, na maior parte dos casos, esta tendéncia nao se verifica. A PDT ndo costuma causar danos no DNA (do
inglés, Deoxyribonucleic acid), provocar mutagoes ou induzir a carcinogénese (Yang ef a 1993; Leist & Nicotera,
1997; 0'Connor e a/ 2009; Agostinis ef a, 2011) e nenhum dos fotossensibilizadores aprovados até agora se
acumula no niicleo (Triesscheijn ef 2/ 2006; Anand er a/ 2012).

Atualmente existem poucas moléculas aprovadas para esta terapéutica que estao sumariadas na tabela |.
Existem mais algumas moléculas em ensaios clinicos e a estrutura quimica de muitas delas baseia-se na estrutura
quimica de porfirinas e de clorinas.
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Tabela I: Localizagdo intracelular principal dos fotossensibilizadores aprovados para uso clinico.

Localizagao subcelular

Fotossensibilizador Nomes Comerciais Estrutura | Indicagdes'” Aprovages'” .
preferencial'
Photofrin® L.
® bexiga, cérebro,
. _y , Photogem - .
mistura polimérica de éteres e ® . ductos biliares, . Associado a
] . Photosan porfirina . ~ Mundial o
ésteres da hematoporfirina ) esofago, pulmao, membranas lipidicas
Hematoporphyrin L.
@ ovario
Injection
acido 5-aminolevulinico (5-ALA) Levulan®(a) percursor bexiga, cérebro, (a) Mundial
éster metilico do 5-ALA Metvix®(b) de porfirina | eséfago, pele (b) Europa
o cabega e pescogo, ) Mitocondria e
meta-tetrahidroxilfenilclorina ® . . @ep f Europa, América .
) Foscan clorina cérebro, pulmao, . Reticulo
(mTHPC) ou temoporfin do Sul, Asia »
pele Endoplasmatico
mono-L-aspartil-clorina e6 (NPe6 Laserphyrin, Talaporfin . . . )
P, (NPef) . P@); P clorina pulmao Asia Lisossomas
ou talaporfin Sodium
Mundial (para
. . ® oftalmologia, degenerescéncia
derivado mono-acido da Verteporfin®, . A o
. ) ® dorina pancreas e macular Mitocdndria
benzoporfirina Visudyne - )
pulmdo relacionada com
a idade)

I(Agostinis e a 2011) *(Allison, 2014)

Derivados da Hematoporfirina

Como referido, a primeira geracdo de substancias fotossensibilizadoras sao as hematoporfirinas, os seus derivados
e formas purificadas. O derivado de hematoporfirina, é uma mistura de varios mondmeros, dimeros e oligdmeros
da hematoporfirina. De acordo com o processo de produgao utilizado, o produto final pode ter diferentes
quantidades desses subcomponentes, no entanto todos os subcomponentes sao necessarios a atividade e as varias
formas aparentam ter um comportamento semelhante. Descreveu-se que esta mistura pode localizar-se
preferencialmente em tumores, ndo é toxica na auséncia de luz e pode ser preparada facilmente em solucdo
aquosa. No entanto, a seletividade para os tecidos tumorais verifica-se apenas 48 a 72 horas apés administragao
e a fotossensibilidade da pele pode durar varios dias o que significa que o doente tem de permanecer em ambiente
controlado no que diz respeito a exposicao a luz por um periodo prolongado (Triesscheijn ez a/ 2006).

0 fotossensibilizador que Dougherty usou nos seus estudos clinicos em 1970 é um derivado purificado de
hematoporfirina, posteriormente designado por Photoftin®, e continua a ser muito utilizado em PDT (Allison,
2014).

Em 1993, o Photofrin®, cujo componente principal esté representado na Figura 3, foi o primeiro farmaco
aprovado para PDT antitumoral no Canada e, posteriormente, nos EUA, América do Sul, Europa e Asia. Mais tarde
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surgiram outros farmacos constituidos por derivados purificados do HpD e que apresentam melhor efeito em alguns
tipos de tumores, nomeadamente o Photogem®, o Photosan®, e a Hematoporphyrin Injection®.

\ v/ S
N-H n|
/ |

Figura 3: Estrutura quimica do éter de hematoporfirina, também designado por Photofrin®. A molécula representada constitui o
componente purificado do derivado de hematoporfirina, que consiste numa mistura de porfirinas oligoméricas. Foi o primeiro composto
a ser aprovado para utilizagao em PDT. Retirado de PubChem Compound, CID 3086257.

0 Photofrin® tem sido cada vez mais usado em diversas aplicagdes, no entanto é um fotossensibilizador com
varias limitagoes (Agostinis er a/ 2011; Anand e a/ 2012; Senge, 2012). O Photofrin®, apesar de purificado, a
sua composicao continua a ser uma mistura de varias porfirinas, apresenta varios picos de absor¢ao, sendo o de
630 nm o mais fraco. No entanto, por ser o comprimento de onda maior, capaz de penetrar mais profundamente
nos tecidos, este sensibilizador é ativado por luz deste comprimento de onda (630 nm). Devido ao baixo coeficiente
de absorcao que se obtém sdo necessarias fluéncias de energia de 100 a 200 |/cm. As doses terapéuticas deste
farmaco, cuja administragdo é feita por via intravenosa, sao de 2 a 5 mg/kg (Triesscheijn e 2/ 2006; Yano et
aj, 2011). A iluminagdo segue a administragdo em 48 horas e é geralmente indolor e bem tolerada. 0 baixo
rendimento de formacao de oxigénio singleto apds irradiagao com luz de 630 nm obriga a uma exposicao mais
prolongada a luz. Além disso, apesar de este farmaco acumular preferencialmente em tumores pulmonares ou
gastrointestinais numa razao 1,5 vezes superior aos tecidos circundantes normais, uma parte do fotossensibilizador
fica retido na pele durante varias semanas, o que, tendo em conta a sua demorada eliminagdo, pode resultar em
fotossensibilidade da pele durante quatro a doze semanas (Allison, 2014).

0 Photofrin® esta aprovado, em diferentes paises, cada qual com as suas indicagdes especificas, para o
tratamento de cancro da bexiga, mama, pulmao, eséfago, gastrico, colo do Gtero e ovario (Juarranz et a/ 2008;
0’Connor ef a/ 2009; Yoo & Ha, 2012). Por exemplo, o cancro pulmonar ou esofagico com obstrucao sao
indicagdes aprovadas nos EUA (Allison, 2014).
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Hur ef al mostraram que a qualidade e a esperanca de vida sao maiores em doentes tratados com PDT do
que submetidos a esofagectomia (Wolfsen, 2002; Qiang er a/ 2006). Sao poucos os estudos publicados referentes
a utilizagao da PDT no tratamento de cancros do estdomago e do colon (Wolfsen, 2002; Qiang et 2/ 2006; Spinelli
et al, 2006). Naturalmente, sendo a cirurgia o tratamento de primeira linha, as indicagdes para estes tipos de
cancro limitam-se a doentes que ndo tém indicagdo cirirgica. No entanto, foram reportados alguns casos de
sucesso (Nakamura e a/ 2003). Varios ensaios clinicos tém confirmado a elegibilidade da PDT em casos de
colangiocarcinoma (Ortner, 2001; Wiedmann & Caca, 2004; Mitton & Ackroyd, 2008), carcinoma da bexiga (Manyak
& Ogan, 2003; Mitton & Ackroyd, 2008), cancro do pulm3o de ndo pequenas células e, para tratamento paliativo
de cancros obstrutivos da arvore traqueobronquica (Chen er al, 2006; Moghissi es al, 2000; Usuda ef af, 2006).

Acido 5-aminolevulinico

0 uso do acido 5-aminolevulinico, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 4, constitui uma
abordagem completamente diferente que tem sido utilizada quer no tratamento, quer no diagndstico de cancro.
Em vez de uma molécula fotossensibilizadora é administrado um pro-firmaco, molécula que estd virtualmente
presente em todas as células humanas (Davila, 2011). O 5-ALA por si s6 ndo produz efeito fotodindmico, mas é
um precursor do heme e inicia uma via que resulta na produgao de protoporfirina IX (PplX), cuja acumulagio em
células tumorais resulta em sensibilidade tumoral. O heme, por si, nao é um bom fotossensibilizador devido a
curta duragdo dos seus estados excitados, mas o seu precursor imediato, a protoporfirina IX, é um fotossensibilizador
eficiente. 0 heme é sintetizado a partir da glicina e da succinil coenzima-A. O passo limitante na via de biossintese
¢ controlado por um mecanismo de feedback negativo no qual a concentragao de heme regula a produgao de 5-
ALA. No entanto, este feedback pode ser contornado pela adicao excessiva as células, de 5-ALA exdgeno. A resposta
celular € a producao de protoporfirina IX a uma velocidade mais rapida do que a enzima ferroquelatase pode
converté-la em heme. Portanto, a protoporfirina IX tem atividade fotodindmica dependente da ferroquelatase,
enzima que muitas vezes estd diminuida nas células tumorais (Anand ef a/ 2012).

Figura 4: Estrutura quimica do acido 5-aminolevulinico. O composto constitui um intermediario da sintese do heme e a sua metabolizagao
resulta na acumulagdo de protoporfirina IX, que constitui um fotossensibilizador eficiente. Retirado de PubChem Compound, CID 137.

Com isto, o 5-ALA mostra uma maior acumulagao nos tecidos tumorais em comparagao com outros

fotossensibilizadores administrados por via intravenosa. Os altos niveis de acumulagao deste fotossensibilizador, ou

38



CAPITULO |

seja, da protoporfirina X apds administragdo, sao geralmente alcancados em poucas horas, o que constitui uma
das maiores vantagens do 5-ALA em relagao a outros fotossensibilizadores.

0 espectro de absorcdo da protoporfirina IX é muito semelhante a0 do Photofrin® e normalmente também ¢
ativada por luz de 630 nm. No entanto, o 5-ALA-PDT tem uma depuragdo mais rapida, o que limita o periodo
de fotossensibilidade a um ou dois dias (Triesscheijn er a/ 2006; Josefsen & Boyle, 2008).

Este farmaco é comercializado sob o nome de Levulan® para o tratamento da queratose actinica, uma lesdo
pré-cancerosa da pele. A aplicagao topica deste pro-farmaco atua contra algumas patologias dermatoldgicas e é
eficiente em basaliomas superficiais e linfomas cutaneos das células-T (Krammer & Plaetzer, 2008). Por se tratar
de uma molécula altamente hidrofilica, tem dificuldade de entrar nas células, por esse motivo, foram desenvolvidos
ésteres alquilicos do 5-ALA. O Metvix® é um metil-éster do 4cido 5-aminolevulinico (metil-ALA) que foi aprovado
em 2001 para uso topico contra melanoma n3o melanocitico, basaliomas e queractose actinica. 0 Hexvix® e o

®

Benzvix® sdo estéres metil e benzil do 5-ALA. O Hexvix® esta aprovado nos EUA para o diagnéstico dos tumores

da bexiga e seu tratamento, e 0 Benzvix®
al, 2009).

Pelas suas caracteristicas, principalmente a possibilidade de aplicagdo topica, o 5-ALA tornou-se o pro-farmaco

encontra-se em estudos clinicos para cancro gastro-intestinal (Nyst ef

fotodindmico mais usado no cancro da pele. No entanto, pela sua possibilidade de penetragdo em apenas | a 2 mm
no tecido, talvez um pouco mais no caso do éster metilico do 5-ALA, apenas lesdes superficiais podem ser tratadas.
Ao contrario do derivado de hematoporfirina, este farmaco foi desenvolvido para ser administrado também por
via oral ou topica. A possibilidade de ser administrado topicamente evita a consequente fotossensibilidade geral
da administragao sistémica, ao passo que a possibilidade de administracao oral ou intravenosa estd na base da
fotossensibilidade variavel de 24 a 72 horas mas permite o tratamento de lesdes mais profundas (Morton er a/
2002; Allison, 2014).

A aprovagao internacional do 5-ALA para o tratamento de queratose actinica foi obtida na sequéncia de varios
ensaios clinicos com taxas de resposta completa de 70 a 89 % (Allison er a/, 2006; Marmur er af, 2004).
Relativamente ao metil-ALA, ensaios clinicos em doentes com basalioma nodular ou superficial demonstraram a
eficacia e a seguranca deste farmaco, o que levou a sua aprovagao para uso topico (Soler e 2/ 2001). Na Europa,
o metil-ALA estd indicado para basalioma superficial e para a queratose actinica. Este pro-farmaco estd também
disponivel na América do Sul e Asia (Allison, 2014)

Decorrem também ensaios clinicos com PDT baseado em 5-ALA sistémico para o tratamento da doenca de
Barrett e, como pode ser aplicado intravesicalmente, no tratamento do cancro da bexiga. Nestes estudos registaram-
se boas taxas de remissdo e auséncia de efeitos secundarios substanciais (Berger er a/ 2003; Szygula er a/ 2004;
Skyrme ez a/ 2005). A PDT baseada em 5-ALA foi utilizada como terapia adjuvante para tratar glioblastomas apos

remogdo cirlrgica e nestes doentes observou-se melhoramentos na qualidade de vida e sobrevivéncia (Stummer et
al, 2008; Stylli e Kaye, 2006).
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meta-Tetrahidroxifenilclorina

A segunda geracao de farmacos para PDT surge nos anos 90 com o objetivo de ultrapassar as limitagdes do
derivado de hematoporfirina através da obtencao de outros derivados porfirinicos. Como referido, pretendia-se
produzir substincias quimicamente puras, com caracteristicas fotoquimicas superiores, incorporando grupos quimicos
que aumentassem o caracter anfifilico e que aumentassem a captagdo celular. A meta-tetrahidroxifenilclorina
(mTHPC, do inglés meta-tetrakydroxyphenylchlorin) também designada por temoporfina, é um fotossensibilizador
muito mais potente que o derivado de hematoporfirina ou que a protoporfirina IX, devido ao maior rendimento
de formagdo de oxigénio singleto. O seu espectro de absor¢ao apresenta uma banda mais favoravel a 652 nm,
que permite a iluminagdo com luz de comprimentos de onda mais longos, com maior poder de penetragdo nos
tecidos, e que requer fludncias mais baixas para obter o efeito fotodindmico.

0 Foscan®, nome comercial para a m-THPC, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 5, foi licenciado
na Unido Europeia em 2001 como tratamento paliativo ou local de doentes com cancro avangado da cabeca e
do pescogo, que nao responderam a terapéuticas prévias e que nao tinham a indicagdo para a quimioterapia ou
radioterapia (Qiang et 2/ 2006). 0 Foscan® estd também licenciado na América do Sul e na Asia para o cancro
espinhocelular da cabeca e pescogo em que outros tratamentos falharam (Allison, 2014). Atualmente estd aprovado
em varios paises para o tratamento de cancro do pulmdo, prostata, pancreas e pele (Triesscheijn es a/} 2006;
Agostinis ef a/ 2011; Yoo & Ha, 2012).

A administragdo deste farmaco é feita por via intravenosa em concentragdes variaveis entre 10 e 20 mg/kg,
com irradiagdo 24 a 96 horas apds administracao. Varios estudos indicam que a eficicia terapéutica do Foscan é
100 vezes superior a do derivado de hematoporfirina para a mesma intensidade fototerapéutica. No entanto, este
farmaco mantem o longo periodo de eliminagao até 6 semanas (Allison e a/ 2005; Triesscheijn ef a/ 2006;
Josefsen & Boyle, 2008; 0’Connor ef a/ 2009; Allison & Sibata, 2010; Yano er a/ 2011). Associadamente, pelo
facto da sua acdo fotodindmica ser tao elevada, em situagdes de iluminagdo excessiva podem resultar efeitos
indesejados como formagao de fibrose ou processos de cicatrizagao irreparaveis ou até, aparecimento de fistulas
que podem estar associadas a mortalidade (Allison, 2014). Assim, apesar de trazer algumas vantagens,
particularmente do ponto de vista fotoquimico, tem também algumas desvantagens associadas principalmente a
sua aplicagdo dlinica.
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Figura 5: Estrutura quimica da meta-tetrahidroxifenilclorina, também designada por Foscan®. 0 Foscan® constitui um dos
fotossensibilizadores de segunda geragdo mais eficazes, no entanto a sua utilidade clinica ainda é limitada. Retirado de PubChem
Compound, CID 60751.

mono-L-aspartil-clorina e6

A mono-L-aspartil-clorina e6 (Npe6), representada na Figura 6, de nome comercial Laserphyrin Talaporfin
Sodium®, também designada apenas por talaporfina, é um fotossensibilizador de segunda geragdo, solivel em agua
e com um tempo de acumulago no tumor muito baixo. Apresenta uma banda de absor¢ao maxima a 664 nm,
0 que permite a maior penetracao da luz nos tecidos em relagao aos farmacos referidos até agora. A NPe6 tem
elevado rendimento de formagao de oxigénio singleto e, por isso, permite a realizagao do tratamento de forma
relativamente rapida. E capaz de se concentrar no tecido alvo em cerca de 4 horas apés a injecdo, o que a torna
muito conveniente, pois o tratamento completo poder ser concretizado em apenas um dia. 0 tratamento é realizado
numa concentragdo de 0,5 a 3,5 mg/kg com iluminagdo de 150 J/cm™ A fotossensibilidade da pele continua a
ser um problema, apesar de a duragao ser de apenas 3 a 7 dias (Yano er 2/ 2011; Allison, 2014).

Este fotossensibilizador foi aprovado para o uso no diagndstico e tratamento de estagios iniciais de cancro do
pulmao, no Japao, onde a PDT é recomendada como opgao de tratamento. Devido & sua seletividade, esta molécula
pode ser usada ndo so para PDT mas também para diagndstico fotodindmico baseado na fluorescéncia. Varios
ensaios clinicos em doentes com cancro do pulmao em estagios iniciais confirmaram os excelentes efeitos anti-
tumorais da PDT baseada neste fotossensibilizador, e foram obtidas respostas completas em mais de 85 % dos
casos (Usuda er a/ 2006). Assim, este farmaco passou a estar na frente do tratamento de lesdes pulmonares, na
Asia, e esta associado a elevadas taxas de resposta completa com morbilidade minima (Allison, 2014).
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Figura 6: Estrutura quimica da mono-L-aspartil clorina e6. Retirado de PubChem Compound, CID 5488036.

Derivado mono-acido da benzoporfirina

0 derivado mono-acido da benzoporfirina, representado na Figura 7, foi desenvolvido para o tratamento da
degenerescéncia macular relacionada com a idade. Embora nao tenha sido desenvolvido para o tratamento
oncoldgico, tem a vantagem de ser eliminado rapidamente e nao provocar fotossensibilidade da pele por mais de
24 horas. E comercializado sob os nomes Verteporfin® ou Visudyne® (Brown et a/, 2004). O derivado mono-acido
da benzoporfirina apresenta uma forte absor¢io nos 690 nm. A administragio do Visudyne® é feita por via
intravenosa, 0,3 mg/kg. A irradiagao realiza-se 3 a 5 horas apds a injeao com luz de comprimento de onda de
690 nm, 50 J/cm? de energia. Este fotossensibilizador tem tendéncia a acumular-se no tecido endotelial.

Depois de ensaios clinicos com esta porfirina, concluiu-se que a rapida eliminagdo e a sintese complicada
constituem limitagoes deste composto. Foi aprovado para o tratamento de basaliomas e continua a ser testado
em ensaios clinicos para outros tipos de cancro e para a psoriase (Waterfield ez 2/ 2008).

Figura 7: Estrutura quimica do Verteporfin® ou derivado da benzoporfirina. Este fotossensibilizador é utilizado para eliminar a formagao
anormal de vasos sanguineos a nivel do olho, associada a doencas como a degenerescéncia macular relacionada com a idade. Retirado
de PubChem Compound 5362420.
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Importancia das fontes de iluminagdo

Como ja vimos, a iluminagao é uma componente importante da PDT. Neste contexto, a luz azul penetra menos
eficientemente no tecido, enquanto a luz vermelha e infravermelha penetram mais profundamente, tal como
representado na Figura 8. A regido entre 600 e 1200 nm é frequentemente chamada de janela 6tica do tecido.
No entanto, as radiagoes de maior comprimento de onda podem nao ter energia suficiente para gerar oxigénio
singleto (Agostinis e a/ 2011). A luz azul, na ordem dos 400 nm, também pode ser utilizada, com o objetivo de
tratar lesdes cutdneas superficiais, de modo a minimizar lesdes nos tecidos subjacentes (Allison, 2014). Para que
o efeito fototerapéutico seja eficaz, a luz tem que irradiar de forma adequada o tecido a tratar. E fundamental
compreender a forma como a luz se propaga através dos tecidos e quais os efeitos associados aos processos de
refracdo, reflexdo, absor¢ao e dispersdo. Estes processos, no contexto de um sistema biologico, ocorrem
simultaneamente, no entanto a extensdo de cada um deles esta dependente do tipo de tecido e do comprimento
de onda da luz utilizado. Os tecidos bioldgicos s@o meios tirbidos em que o feixe de luz sofre dispersdo,
diminuindo assim a direccionalidade do mesmo. A absorcao deve-se principalmente a cromdforos enddgenos
existentes nos tecidos, tais como a hemoglobina, a mioglobina e os citocromos, que podem diminuir o processo
fotodindmico por competicao com o fotossensibilizador no processo de absorcao (Sibata & Colussi, 2000; Plaetzer
et al, 2009; Robertson ez a/ 2009).
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Figura 8: Penetracdo da luz nos tecidos. O esquema representa um corte da epiderme-derme. As setas representam o poder de
penetragao de luz de diferentes comprimentos de onda. A luz azul, 400 a 470 nm, penetra menos eficientemente nos tecidos, enquanto
a luz vermelha ou infravermelha com comprimentos de onda >600 nm pode penetrar até Icm. Esquema adaptado Agostinis ef a/
2011 e de Servier.com (7his work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this
license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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Do ponto de vista tedrico, qualquer fonte de luz pode ser utilizada como aplicador de radiagao em PDT. As
primeiras fontes de luz utilizadas eram lampadas convencionais que nao produziam luz homogénea e cujo output
era definido através de filtros (Triesscheijn es 2/ 2006; Mitton & Ackroyd, 2008). Com esta modalidade de
irradiagdo as intensidades de luz emitidas desta forma sao baixas e os locais a irradiar ficam restritos ao de facil
acesso, como a pele (Sibata & Colussi, 2000; Triesscheijn e a 2006). O desenvolvimento de lasers para esta
aplicagao foi um importante marco na PDT. Hoje, sdo as fontes de luz mais usadas. Os lasers produzem luz
homogénea de comprimento de onda quase Gnico que permite calcular facilmente a fluéncia. A este respeito, os
lasers de diodo tém numerosas vantagens, pois sao relativamente baratos, pequenos e mdveis, nao necessitam de
sistemas de refrigeracao externos, tém dosimetria automatizada e recursos de calibragdo, longo tempo de vida e
sao muito fidveis. Adicionalmente, a luz produzida pode com facilidade ser levada através de uma fibra dtica até
localizagdes mais inacessiveis do organismo (Mitton & Ackroyd, 2008; Agostinis er a/ 2011). Estes sistemas estao
licenciados na Europa (Juzeniene e a} 2004; Mitton & Ackroyd, 2008). Os diodos emissores de luz (LED, do inglés
light-emitting diode) sdo fontes de luz alternativas, com larguras de banda relativamente estreitas e espectrais de
alta-fluéncia (Agostinis ez a/ 2011; Anand e 2/ 2012).

A escolha da fonte de luz depende da natureza e da localizagio da lesdo. E de reiterar que o comprimento
de onda tem que coincidir, o mais possivel, com o espectro de absor¢ao do farmaco escolhido de modo a produzir
a maxima concentragao de oxigénio singleto (Mitton & Ackroyd, 2008). A eficacia clinica da PDT depende da
dosimetria, que se traduz na dose total de luz irradiada sobre o tecido, no tempo de exposi¢do a luz e, no modo
de irradiagdo de luz (Unica, fracionada ou mesmo metronomica). O ritmo de fluéncia também afeta a resposta
(Agostinis e a/ 2011). A semelhanca do que acontece com os farmacos, os sistemas de iluminagdo para PDT,
constituem um dispositivo médico que também € alvo de aprovacao para a sua utilizagao clinica (Allison, 2014).

A tecnologia de fibras oticas adaptou-se as necessidades da PDT, que requer sistemas de entrega de luz
direcionados e que garantam uma distribuicdo homogénea. As fibras oticas atuais permitem, virtualmente, a
irradiagdo de luz, de comprimento de onda e fluéncia, adequados a tumores localizados em praticamente qualquer
parte do corpo (Triesscheijn ef ] 2006). A extremidade das fibras dticas pode ser adaptada as caracteristicas da
lesdo. Uma fibra dtica com uma microlente na ponta pode distribuir a luz uniformemente sobre uma superficie
lisa. Um difusor esférico isotrdpico pode ser localizado no centro de uma cavidade e levar a luz a toda a sua
superficie. Um difusor cilindrico, em que existem varios comprimentos disponiveis, pode ser usado para irradiar
superficialmente um limen cilindrico ou intersticialmente um drgao alvo (Huang e 2/ 2008). Baldes insuflaveis,
cobertos no seu interior com um material para dispersao da luz e construidos para encaixar num drgao, também
estdo comercialmente disponiveis. Atualmente, é possivel implantar uma fonte de luz em odrgaos sdlidos profundos
sob orientagdo da imagem (Agostinis ef a/ 2011). Um avango adicional a tecnologia de lasers foi o desenvolvimento
de dispositivos incorporados para auxiliar no calculo dos parametros de tratamento. Desta forma, a quantidade
de luz utilizada em terapia tornou-se mais uniforme, fundamental em ensaios dlinicos multicéntricos, onde o tempo
de tratamento € essencial para obter bons resultados e auséncia de morbilidade (Allison, 2014).
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Para além da aplicagao de luz monocromatica, a excitagao dos fotossensibilizadores com dois fotdes, ou seja,
a absorcao de fotdes de dois comprimentos de onda diferentes, também tem sido testada e mostrou-se como uma
alternativa para melhorar a reagdo fotodinamica em especial para tratar pequenas lesdes profundas (Huang er a/
2008).

Importancia da presenga de oxigénio

0 oxigénio desempenha uma fungao fundamental no processo da PDT e a sua disponibilidade no tecido tem
um efeito importante no resultado do tratamento.

0 oxigénio singleto, '0,, formado como resultado da reagao fotodindmica é, na maior parte dos casos, a ROS
mais importante deste processo (Jiménez-Banzo e a 2008). A importincia desta espécie deve-se as suas
caracteristicas quimicas, nomeadamente, a capacidade de oxigenar ou oxidar inimeros grupos funcionais organicos.
Assim, a sua producao, no contexto de uma célula, pode iniciar cascatas de eventos que caracterizam a apoptose
ou entdo infligir danos locais suficientes para levar @ morte por necrose (da Silva ef 2/ 2012). Existe muita
controvérsia em relagdo ao seu tempo de meia-vida bioldgico e, consequentemente, a distancia de difusao das
espécies transitorias de oxigénio. As primeiras estimativas foram obtidas através de estudos de photobleaching ou
por avaliagao de fosforescéncia, em que se concluiu que o tempo de vida intracelular do oxigénio singleto seria
curto, entre 10 a 300 ns, o que corresponderia a um percurso de 10 a 55 nm no interior da célula (Agostinis
et a, 2011; Anand er 2/ 2012; da Silva ef ] 2012). Mais recentemente, a avaliagao da fosforescéncia por
microscopia e com recurso a laser permitiu concluir que o tempo de vida intracelular do oxigénio singleto era
superior com valores de 600 ns a 3 ps (0’Connor er a/ 2009; da Silva e a} 2012), o que devera corresponder
a coeficiente de difusdo de 2 a 4x10® cm’s' e a um raio de agdo de cerca de 100 nm (Hatz ef 2/ 2008; da
Silva ef a/ 2012). Para além destes dados, sabe-se que o comportamento do oxigénio singleto ¢ influenciado pelo
ambiente no qual é produzido, pelo fotossensibilizador que desencadeia a sua produgdo e pelo tipo de célula (da
Silva ez a/ 2012).

Apesar das incertezas no que concerne ao raio de agao do oxigénio singleto, o dano fotodinamico ira ocorrer
proximo da localizagao intracelular do fotossensibilizador. Devido a estas caracteristicas, a PDT torna-se uma
teraputica seletiva pelos efeitos locais que produz (Robertson er 2/ 2009). Por outro lado, a molécula
fotossensibilizadora deve estar localizada proximo do seu alvo no momento de irradiagao (Hopper, 2000; Triesscheijn
et al, 2006; Robertson er a/ 2009). A localizagdo subcelular dos fotossensibilizadores € critica na mediagao da
resposta citotoxica a PDT e € determinada pelas propriedades quimicas da molécula, formulagdo, concentragdo,
microambiente da lesao e também pelo fendtipo das células alvo. A membrana plasmatica, membranas intracelulares
e organelos como o reticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi, os lisossomas, a mitocdndria e mesmo o niicleo
foram identificados como alvos subcelulares de muitas substancias fotossensibilizadoras. Alguns farmacos distribuem-
se largamente nas membranas destes organelos, outros especificamente em lisossomas e mitocondrias, outros ainda
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redistribuem-se durante o periodo de irradiagdo (Huang er a/ 2008). Entre os fotossensibilizadores mais comuns
na literatura, o derivado da hematoporfirina estd associado principalmente as membranas lipidicas, a NPe6 que
acumula nos lisossomas, o Verteporfin® que tem como alvo as mitocondrias e a meta-tetrahidroxilfenilclorina que
pode acumular nas mitocondrias, no reticulo endoplasmatico, ou em ambos, enquanto a ftalocianina Pc4 tem um
amplo espectro de afinidade sendo as mitocdndrias descritas como alvo primério (Agostinis ez ] 2011). Os padrdes
de localizagdo também podem estar na dependéncia dos diferentes tipos celulares.

Uma consequéncia inerente @ PDT € a hipoxia tumoral, que pode ocorrer diretamente pelo consumo de oxigénio
durante o tratamento, ou indiretamente, pela destruicdo da vascularizagao tumoral (Kushibiki es a/ 2013). Foi
demonstrado que concentragdes decrescentes de oxigénio se correlacionam com reagdes fotodindmicas menos
eficazes (Mitton & Ackroyd, 2008) e que tumores em condicao de hipoxia sdo resistentes a PDT. Parece pois que
a presenca de oxigénio no tumor é fundamental para que as reagdes ocorram. Esta relagao verifica-se igualmente
para as regioes em hipoxia as quais tendem a nao responder a PDT. A pressao parcial de oxigénio tende a ser
variavel nos tumores sélidos e estd na dependéncia da vasculatura tumoral e da taxa de difusdo e/ou consumo
de oxigénio. A taxa de consumo de oxigénio durante a irradiagao também deve ser tida em conta uma vez que
uma luz de elevada intensidade pode levar a um consumo do mesmo superior ao aporte, o que resulta numa
deplecao temporaria. Consequentemente, num tumor que vai ser sujeito a PDT, podemos considerar que existem
dois tipos de hipoxia, aquela que resulta de células hipoxicas pré-existentes, que resultam do desenvolvimento
fisioldgico do tumor e que existem em muitos tumores solidos e a hipoxia que a PDT, por si propria, pode induzir
devido a rapida deplecao local de oxigénio (Anand er a/ 2012). A hipoxia constitui um estimulo a angiogénese
através da estabilizaggo do HIF-la. O HIF-low faz parte de um complexo heterodimérico que € rapidamente
degradado em condigdes de normoxia. Foram identificados varios genes que respondem a presenca deste complexo,
entre eles o do VEGF, o da eritropoetina e do GLUT-1 (do inglés, glucose transporter /). Foi documentado que a
PDT pode levar a expressao de VEGF e estimulos angiogénicos, que podem contribuir para a sobrevivéncia tumoral
e para ressurgimento do tumor, o que pode ser visto como uma desvantagem da PDT (Kushibiki ez a/ 2013).

A formagao de ROS e a eficicia da PDT podem ser afetadas pela pressdo parcial de 0, intratumoral, pela
saturagao em 0, da hemoglobina e pelo microambiente dos tumores sdlidos. Assim, a monitorizagao da oxigenagao
dos tecidos tumorais durante a reagao fotodindmica é importante para compreender os mecanismos fisioldgicos
basicos e a dosimetria da PDT. Foram propostas varias metodologias para evitar a hipoxia causada pela reagao
fotodindmica, como por exemplo, a redugdo da taxa de fluéncia ou a irradiagao faccionada em intervalos alternados
de luz e de escuro (Huang er a/ 2008; Anand ef a/ 2012). Estas técnicas servem para promover a oxigenagao
tissular e a reperfusdo tumoral, e assim, compensar a deplecao de oxigénio causada pela reagdo fotoquimica.
Apesar de ter sido reportada alguma melhoria da resposta tumoral apds o controlo da oxigenagao dos tecidos,
também foram reportadas algumas limitagoes. A reducdo da fluéncia e o fracionamento da dose de luz apenas
considera a deplecao de 0,, e ndo as células hipoxicas pré-existentes e, para além disso, obriga ao aumento do
tempo de tratamento (Huang ef a/ 2008).

46



CAPITULO |

Ensaios clinicos em que a PDT foi aplicada em cdmaras com 0, hiperbarico demonstraram melhorias significativas
da resposta ao tratamento. A hiperoxigenagao mostrou aumentar o periodo de sobrevivéncia em doentes com
carcinoma do esofago. Outros estudos pré-clinicos mostraram que a hiperoxigenagao normobarica é tao eficaz,
senao mais, do que a oxigenagao hiperbarica (Huang ef a/ 2003). Esta hiperoxigenagao pode oxigenar células
hipoxicas pré-existentes o que as torna mais suscetiveis a PDT e, simultaneamente, compensar a deplecao de
oxigénio resultante da reacao fotodindmica (Huang er a/ 2008; Mitton & Ackroyd, 2008).

Aplicagao clinica

A aplicagdo clinica da PDT principiou em dermatologia (Allison, 2014), especialidade médica em que esta
terapéutica € de mais facil utilizagao. A PDT pode ser uma op¢ao Gtil no tratamento de lesdes neoplasicas e pré-
neoplasicas da pele. Uma vez que, pelo limitado poder de penetragao da luz, os efeitos ocorrem principalmente
na camada superficial, esta terapéutica € til principalmente no tratamento de lesdes neoplasicas e pré-neoplasicas
da superficie cutanea, das mucosas e tumores com origem na superficie de cavidades como o mesotelioma pleural
ou a carcinomatose peritoneal disseminada (Agostinis ef a/ 2011). Também & Gtil no tratamento de eséfago de
Barret, colangiocarcinoma e outros tipos de cancros que serdo discutidos de seguida. A PDT surge ainda como
uma terapéutica que pode ser combinada com a cirurgia, irradiando o leito tumoral e aumentando a probabilidade
de controlar a doenga (Agostinis ef ] 2011).

A possibilidade de recorrer a farmacos aplicados de forma topica e o facil acesso a lesao sao, possivelmente,
facilitadores do uso da PDT nas doencas da pele. Foram também importantes varios ensaios clinicos que mostraram
que a PDT topica baseada em ALA e metil-ALA tem resultados comparaveis & cirurgia e @ radioterapia no
tratamento de queratose actinica e doenca de Bowen, com resultado cosmético superior no caso do tratamento
fotodindmico, em que a pele adquire um aspeto saudavel e sem cicatrizes (Anand er a/ 2012; Allison, 2014). Os
farmacos mais utilizados sao o ALA e seus ésteres derivados. A PDT esta aprovada nos EUA, Canada e Europa
para o tratamento de queratose actinica e aprovada na Europa e (anada para o tratamento do basotelioma. A
sua eficacia terapéutica também ja foi demonstrada no tratamento da doenga de Bowen (carcinoma espinhocelular
/n sity), no entanto com uma taxa de recorréncia de 50% (Agostinis es aj 2011).

0 tratamento fotodindmico topico com ALA e metil-ALA evita a fotossensibilidade prolongada ou sistémica da
pele e permite a realizagdo do tratamento em um s6 dia, normalmente com um intervalo de apenas algumas
horas entre a administragao e a irradiagao. No entanto, este tratamento é adequado apenas para lesdes superficiais
uma vez que a administrago topica permite a absorcao do farmaco apenas | a 2 mm em profundidade na pele
(Allison, 2014).

No tratamento da queratose actinica, com PDT baseado em ALA e metil-ALA topico, obtiveram-se resultados
satisfatorios com resposta completa superior a 75%. Esta terapéutica foi comparada com a crioterapia e com 5-
fluoracilo em creme e apesar dos resultados dos tratamentos serem comparaveis a PDT resultou em melhor
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resultado cosmético (Agostinis ef a} 2011). No caso do carcinoma basocelular superficial e nodular, a PDT com
S-ALA esté indicada. No entanto, um ensaio clinico mostrou que o tratamento com Photofrin® fornece resposta
completa de 92% aos seis meses e recorréncia inferior a 10% aos 4 anos, enquanto na teraputica com ALA
apesar do resultado inicial comparavel, a recorréncia foi de 71% (Agostinis es ] 2011).

Nas neoplasias do sistema nervoso central, o controlo local da doenca é fundamental para aumentar a
sobrevivéncia (Bechet er ] 2014). Os tumores cerebrais captam o fotossensibilizador numa razao tumor/tecido
elevada e por isso sao bons candidatos a PDT. Assim, a PDT foi avaliada como um tratamento adjuvante a realizar
durante a cirurgia. O doente é submetido 3 administragdo sistémica de Photofrin®, e apds 48 horas, é colocada
crurgicamente uma fibra dtica na cavidade deixada pela remogao tumoral (Allison, 2014). Foram tratadas diversas
lesdes cerebrais com PDT, nomeadamente glioma, glioblastoma multiforme, astrocitoma, meningiomas, melanomas,
metastases pulmonares e adenomas pituitarios, e os resultados iniciais foram encorajadores (Agostinis ef a/ 2011).
Um estudo do Royal Melbourne Hospital tratou 375 doentes com Smg/kg de Photofrin® e irradiago apds 24 horas.
A sobrevivéncia média foi superior a 4 meses e 28 a 41% dos doentes sobreviveram 2 anos, no caso do
glioblastoma multiforme. No caso dos doentes portadores de astrocitoma anaplastico a sobrevivéncia foi superior
a 66 meses e 57 a 73% dos doentes sobreviveram mais de 3 anos (Agostinis er a/ 2011). A eficiéncia do ALA
nos tumores cerebrais foi comparada com a cirurgia convencional e os resultados foram uma sobrevivéncia média
de 16,7 e de I1,8 meses, respetivamente (Agostinis e aj 2011). As terapias convencionais, nomeadamente,
crurgia, quimioterapia e radioterapia, tém uma sobrevivéncia mediana de |5 meses. Por isso, e apesar dos
resultados acerca da PDT serem limitados, estes sao encorajadores.

Mais recentemente a propriedade de fluorescéncia dos fotossensibilizadores foi usada para demarcar o tumor
dos tecidos normais que no fluorescem. Potencialmente a resseccao guiada por fluorescéncia esta associada a
recuperagao mais rapida uma vez que é eliminado menos tecido normal. Num estudo em que foi usada fluorescéncia
guiada por ALA a sobrevivéncia duplicou quando comparada com a resposta tumoral sem PDT (Allison, 2014).

Os cancros da cabeca e pescoco sao um grupo de doengas que inclui os carcinomas da boca, faringe, laringe,
ouvido, na sua maioria, com origem nas mucosas. A PDT pode potencialmente controlar estas doencas com menos
efeitos secundarios que outras abordagens terapéuticas, nomeadamente a perda da fungao de degluticao, do gosto
ou da fala (Anand e 2/ 2012). A PDT tem sido usada no tratamento de cancro da cabeca e pescogo em casos
avancados e em doentes com doena recorrente em que as outras terapéuticas falharam (Allison, 2014). Varias
instituicdes publicaram pequenos estudos clinicos da aplicagao da PDT para cancro da cabega e pescogo, nos quais
a terapéutica tem sido bem-sucedida, especialmente em carcinomas iniciais da cavidade oral, faringe e laringe com
preservagao das fungdes vitais, fala e degluticao. O maior estudo reportado incluiu 300 doentes tratados ao longo
de 15 anos com Photofrin®. As lesdes tratadas incluiram cavidade oral, faringe laringe, sarcoma de Kaposi,
melanoma e carcinoma espinho-celular. O tratamento mais comum consistiu numa posologia de 2 mg/kg, fornecidos
48 horas antes da irradiagdo com laser de Nd:YAG (do inglés, neodymium-doped yttrium aluminium garnef) com
50 a 75 J/cm?. Os doentes tratados com Photofrin® tiveram boa resposta ao tratamento e os casos de recorréncia
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foram resolvidos com a repeticao do tratamento. As complicagdes registadas limitaram-se a fotossensibilidade da
pele e dor local durante o tratamento (Agostinis ef @/ 2011). O resultado cosmético e a preservagao de orgaos
s30 notaveis, quer no tratamento com Photofrin® quer com Foscan®. LesGes nodulares até 2 cm de didmetro
também podem ter resposta positiva (Allison, 2014). Os resultados dos ensaios clinicos realizados até ao momento
incentivam que a PDT pode vir a ser uma terapéutica primaria e alternativa para doentes com tumores iniciais
da cabeca e pescogo.

A PDT tem sido cada vez mais usada nos tumores das vias aéreas e da cavidade toracica. A combinagao de
Photofrin® administrado sistemicamente com luz orientada por via broncoscopica é bastante eficaz (Anand er a/
2012). Os primeiros ensaios clinicos realizaram-se em doentes com lesOes obstrutivas e sem outras opgdes
teraputicas e em varios casos obteve-se elevada resposta com recuperagao da fundo respiratoria. Além disso,
associadamente a radioterapia € possivel prolongar a sobrevivéncia (Allison, 2014). Além do tratamento paliativo,
a PDT também é til em doentes com cancro inicial de localizagao central que nao tém indicagao cirdrgica. Nestes
casos, a PDT mediada por Photofrin® forneceu respostas completas superiores a 70 % e, com o fotossensibilizador
de segunda geracao Talaporfin, a taxa de resposta completa foi de 94,3 % em lesdes inferiores a | cm de
didmetro e de 90,4% em lesdes de maiores dimensdes (Agostinis ef 2/ 2011). Com estes e outros resultados, a
PDT tornou-se terapéutica de primeira linha no Japdo para o tratamento de tumores em estagio inicial e com
localizagao central (Allison, 2014).

No tratamento de cancro com disseminagao pleural, a média da sobrevida dos doentes tratados com cirurgia,
quimioterapia e radioterapia é de seis a nove meses. Num ensaio clinico de fase |, a combinagao do tratamento
cirirgico com PDT mediada por Photofrin®, permitiu controlar a doenga pleural até seis meses e aumentar a
sobrevida para 21,7 meses (Agostinis et a 2011).

0 mesotelioma maligno é um tumor multifocal agressivo com taxas de sobrevivéncia muito baixas. O tratamento
fotodindmico realizado em bloco operatdrio tornou-se uma forma de abordar esta doenca, até aqui sem opgdes
teraputicas (Anand e 2/ 2012). As evidéncias de que a PDT pode ser opcao nestes doentes tornam necessario
realizar ensaios clinicos neste sentido (Allison, 2014).

No esdfago distal é frequente a metaplasia do epitélio escamoso em colunar, como consequéncia de refluxo
gastrico, patologia designada por eséfago de Barrett, e que predispde ao progresso de displasias de baixo grau,
para displasia de alto grau e posteriormente adenocarcinoma (Davila, 2011; Anand ef a/ 2012). O esofago de
Barrett constitui um fator de risco primario ao desenvolvimento de adenocarcinoma do esdfago. A PDT surge como
uma alternativa a esofagectomia, tendo sido usada com sucesso em alguns casos (Anand ef a/ 2012). Nos EUA,
o Gnico fotossensibilizador aprovado pela FDA para esta condigio é o Photofrin®, no entanto, principalmente na
Europa, o 5-ALA e o Foscan® também ja foram usados (Davila, 2011). A PDT ¢é considerada o tratamento com
melhor relagdo custo-beneficio no eséfago de Barrett com displasia de alto grau em comparagao com a vigilancia
e com a cirurgia radical (Allum ez 2/ 2011).
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A PDT foi utilizada inicialmente como tratamento paliativo no cancro obstrutivo do esdfago (Davila, 2011;
Allison, 2014). A displasia e as lesdes associadas ao esdfago de Barrett sao maioritariamente superficiais e extensas
sendo, por isso, ideais para o tratamento fotodinamico ja que a esofagectomia distal esta associada a maior
morbilidade e uma taxa de mortalidade de 3 a 5%. Os efeitos adversos mais comuns sdo a fotossensibilidade
temporaria da pele e a estenose esofagica, particularmente, no tratamento com Photofrin® (Agostinis er 2/ 2011).

Para além do esofago, a PDT ja foi aplicada a varios outros tumores do trato gastrointestinal, nomeadamente,
estdmago, duodeno, pélipos do cdlon, colangiocarcinoma e pancreas. Em muitos casos a auséncia de estudos
randomizados ndo permite confirmar a eficicia desta terapéutica (Agostinis ef a/ 2011). No caso do
colangiocarcinoma a recessao € impossivel para a maior parte dos doentes. Nestes doentes a PDT permitiu a
drenagem biliar com melhoria da qualidade de vida e da sobrevivéncia (Agostinis ef a 2011; Allison, 2014).

0 uso de PDT para o tratamento do cancro da bexiga esta aprovado no Canada e em alguns paises da Europa.
A anatomia da bexiga e a apresentagdo dos seus tumores de forma superficial e multifocal pode ser adequada
para a realizagao de PDT. De modo geral, observou-se resposta aos 2-3meses, em 50 a 80 % dos doentes. Apesar
de a maior parte dos doentes serem tratados com PDT apenas apés outras teraputicas com bacillus Calmette-
Guérin (BCG), um estudo comparou o tratamento dnico com Photofrin® com varios tratamentos com B(G e
verificou que as terapéuticas sao equivalentes. A associagdo da PDT com o BCG ou com a mitomicina B pode ter
efeito sinérgico (Agostinis e a/ 2011).

Uma vez que mesmo no tratamento do cancro da prostata em estagios inicias, a terapéutica cirirgica e
radioterapia estao associadas a elevada morbilidade devido a proximidade de estruturas como a bexiga, nervos e
do reto, a PDT pode ser uma opcao em que a limitada penetragdo da luz pode constituir uma vantagem. Ja
foram realizados alguns estudos clinicos com fotossensibilizadores de segunda geragao no cancro da prostata.
(Agostinis ez aj 2011).

A PDT também ja foi usada em ginecologia no carcinoma espinhocelular do colo do dtero. Foram usados o
creme topico de ALA e Photofrin® endovenoso. Foram reportadas taxas de ablagdo da lesio de 90-100% com
uma ou varias sessoes de PDT. Taxas equivalentes foram reportadas para o tratamento do carcinoma da vulva e
da vagina (Allison, 2014).

Desde que o Photofrin® foi licenciado, a investigagio em PDT constitui uma 4rea cientifica dindmica que evolui
no sentido de consolidar e de garantir o uso desta teraputica contra o cancro. Pretende-se desenvolver
fotossensibilizadores com melhores propriedades oticas, fisicas e quimicas e, em simultdneo, compreender a resposta
dos tumores a esta terapéutica.

A PDT ja provou ter numerosas vantagens em relagao as terapéuticas convencionais, pois, é pouco invasiva, é
seletiva e tem poucos efeitos secundarios. No entanto, apesar de ser uma terapia reconhecida em numerosos
paises, todas as indicagdes clinicas tém de passar por ensaios clinicos que comprovem a sua eficicia e potenciais
efeitos secundarios. No caso da PDT os processos de aprovacdo clinica sao mais complicados porque é necessario
ter em conta nao so a aplicagdo do farmaco mas todo o sistema de aplicagdo de luz. Esta combinagao de farmaco
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com dispositivos médicos constitui na realidade um grande obstaculo ao processo de aprovacao. Para além disso,
em alguns tipos de cancro falta realizar ensaios clinicos multicéntricos que comprovem definitivamente os beneficios
desta terapéutica. O futuro da PDT pode certamente beneficiar se a dosimetria, nomeadamente calculo da dose
de luz entregue ao tumor e aos tecidos circundantes, a concentragao de fotossensibilizador e de oxigénio no
tumor, for otimizada. A iluminagao insuficiente pode traduzir-se no fracasso do tratamento, enquanto a irradiagao
excessiva pode ter consequéncias nos tecidos normais. A questao da dosimetria é comum a outras terapguticas
disponiveis como ablagao por radiofrequéncia, terapia com microondas e crioterapia. Em contraste, a dosimetria
em radioterapia estd bem definida e esta terapéutica € utilizada de modo crescente (Allison, 2014).

Recentemente, Mathias Senge referiu que o potencial da PDT é evidente quando pensamos no sucesso do
Photofrin® e nos seus derivados no tratamento de cancro n3o “por causa”, mas “apesar” das suas propriedades
(Senge, 2012). Esta premissa descreve a motivagdo dos investigadores para melhorar as propriedades dos
fotossensibilizadores existentes ou para desenvolver novas moléculas para a PDT.
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CAPITULO Il — MECANISMOS DE ACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA

Mecanismos de citotoxicidade

A causalidade dos efeitos citotdxicos provocados pela PDT é multifatorial pois depende de varios fatores como
o fotossensibilizador, o momento de irradiagdo e as caracteristicas da luz, as caracteristicas bioquimicas e fisiologicas
do tumor, ou a concentragao de oxigénio disponivel (Agostinis ez ] 2011). O balango destes parametros influencia
a extensao dos varios mecanismos, representados na Figura 9, que podem contribuir para a eliminagao do tumor.
A formagao de ROS pode levar diretamente @ morte das células tumorais, pela ativagao de vias de morte celular
como a apoptose, a necrose e também o processo de autofagia. Outra possibilidade é o efeito indireto sobre o
tumor, consequente da lesdo da vasculatura tumoral, que isola o tumor do aporte de oxigénio e nutrientes
fundamentais a sua sobrevivéncia (0’Connor ef a/ 2009; Plaetzer e a/ 2009; Robertson ez ] 2009). Além destes
mecanismos, a PDT pode também estimular a resposta imune que, potencialmente, pode contribuir para a regressao
tumoral local e a distancia (Castano er 2/ 2006; Yoo & Ha, 2012). Entre a reagao fotodindmica inicial e a
resposta terapéutica ocorre uma sequéncia de efeitos moleculares que determinam o resultado imediato ao nivel
do tecido e o resultado terapéutico a longo prazo. Estes eventos afetam a expressdo genética, a neovasculatura,
as vias de morte, e a imunidade tumoral (Ortel es a/ 2009).

A PDT direcionada para o cancro resulta na destruicao de células num processo dependente da producao de
radicais oxidativos que € capaz de ativar as vias de morte celular (Huang es a/ 2008). Assim, a consequéncia
desejada da PDT é a citotoxicidade letal que pode terminar em morte celular. A apoptose é o tipo de morte
celular mais comummente induzido pela PDT. A permeabilizagao da membrana externa mitocondrial, apés o dano
fotodindmico, é controlada por proteinas da familia BCL-2 (do inglés, B-cel/ leukemia/lymphoma) e, em grande
parte, é independente da p53. Os fotossensibilizadores associados @ mitocondria podem induzir a libertagao de
caspases ativadoras e outras moléculas pro-apoptdticas. A sinalizagao da fototoxicidade nao é dependente apenas
da via das caspases e pode, simultaneamente envolver outras proteases como as calpainas e outras vias nao
apoptoticas. A rutura da membrana lisossomal ou a libertagao de catepsinas ocorre como resultado de fotooxidagao
dos lisossomas. A inibicdo ou a deficiéncia da via das caspases, habitualmente, desloca a morte celular para a
necrose. Apesar dos mecanismos nao estarem completamente esclarecidos, hoje sabe-se que também a necrose
pode ser iniciada por via de transdugdo de sinal. Alguns eventos relacionados com esta via sdo a ativagdo de
RIPI (proteina de interacgdo com receptor |, do inglés, receptor-interacting protein /), o excesso de produgao de
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ROS tanto na mitocdndria como no lisossoma e a concentragdo intracelular elevada de calcio. Tanto os danos
fotooxidativos da mitocondria como a concentragdo intracelular elevada de calcio podem promover a alteragao da
permeabilidade da membrana mitocondrial e favorecer a morte por necrose. A lesao fotooxidativa também pode
desencadear autofagia, uma via de degradagdo lisossomal e de reciclagem de proteinas e de organelos. Este
processo pode ser protetor e estar relacionado com a sobrevivéncia, no entanto pode terminar em morte e, no
caso da PDT, varios estudos consideram que € um mecanismo que pode ser desencadeado. De facto, os
fotossensibilizadores que interferem com os lisossomas podem comprometer a execucao do processo autofagico
(Agostinis ez a/ 2011).

Estado excitado
singleto

| €
Apoptose W
Necrose Estado Luz Visivel
@ tripleto
Estado
fundamental

Figura 9: Mecanismos de agdo da PDT no tumor. O fotossensibilizador absorve luz e passa ao estado excitado singleto e ao estado
excitado tripleto. Este tripleto & capaz de transferir energia para o oxigénio molecular e formar oxigénio singleto. Esta espécie pode
interagir diretamente com as células tumorais, levando a sua morte por necrose ou apoptose, ter como alvo a vasculatura tumoral, e
induzir uma resposta inflamatéria aguda que atrai leucdcitos como os neutrdfilos e células dendriticas. Esquema adaptado de Castano
et aj, 2006 e de Servier.com (7his work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of
this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/ ).

0 tipo de morte que predomina depende das caracteristicas do tratamento, principalmente do fotossensibilizador,
da sua concentragdo, da poténcia da fonte de luz e da energia total da luz recebida (Buytaert es a 2007; Ortel
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et al, 2009; Agostinis ef a} 2011; Yoo & Ha, 2012). Caracteristicas bioquimicas e fisiologicas como o gendtipo
celular, a localizagao subcelular do fotossensibilizador e a pressao parcial de oxigénio também podem ser
determinantes (Huang ef a/ 2008).

Os mecanismos de morte celular sao acompanhados de alteragdes morfoldgicas caracteristicas que estao
representadas na Figura 10.

Apoptose Autofagia Necrose
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Figura 10: Principais vias de morte celular ativadas apés a PDT, caracteristicas morfoldgicas e relagao com o sistema imune. Durante
a apoptose a morfologia caracteriza-se por redugao do volume celular, picnose, condensagao da cromatina e fragmentagao do nicleo,
formagao de blebbing na membrana plasmatica e formagao de corpos apoptoticos. A morte celular com o processo de autofagia é
notavel pela extensa acumulagdo de vactolos de membrana dupla, designados autofagossomas, no citoplasma. As caracteristicas da
necrose diferem dos outros tipos de morte celular e incluem tumefagao do citoplasma e dos organelos, com perda de integridade da
membrana plasmatica. Adaptado de Agostinis ez 2/ 2011.

A apoptose é caracterizada morfologicamente por condensagao de cromatina, fragmentagdo do DNA, picnose,
formagao de Alebbings ao nivel da membrana plasmatica e posterior formagao de corpos apoptéticos. As células
em apoptose produzem sinais que proporcionam a sua fagocitose por células fagociticas. O processo de autofagia
constitui forma de promover a sobrevivéncia celular em ambiente adverso e de renovagao pela remogao de
organelos lesados, metabolitos toxicos ou patogéneos intracelulares, e pode resultar em morte. A autofagia
caracteriza-se por uma vacuolizagao massiva do citoplasma e formagao de estruturas de dupla membrana chamadas
autofagossomas, que sequestra organelos e componentes citoplasmaticos, e adiciona-os aos lisossomas, o que resulta
na sua degradagao. A morte por necrose é morfologicamente caracterizada por vacuolizagao do citoplasma,
intumescimento e rutura da membrana plasmatica, o que resulta em reagdo inflamatdria devido a libertagao do
conteddo celular e moléculas pro-inflamatérias. Classicamente, a necrose é vista como o resultado de danos
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patoldgicos ou de uma catastrofe bioenergética com deplecio do ATP para um nivel incompativel com a
sobrevivéncia da célula (Kroemer e a/ 2009; Yoo & Ha, 2012).

Apoptose

A apoptose é um tipo de morte celular altamente estudado que tem um papel fundamental no desenvolvimento
e na homeostase celular em varios processos fisiologicos e patoldgicos. O bloqueio ou o comprometimento da
apoptose pode levar a danos irremediaveis, associados a varias doengas como o cancro ou as doengas degenerativas,
pelo que existem vias redundantes para preservar esta funcao celular critica (Lodish e a 2008; Ortel e af
2009). Assim, a apoptose é regulada por diversas vias de sinalizagdo e existem numerosos estudos que
caracterizaram os mecanismos pelos quais a apoptose ativa uma série de vias metabdlicas numa célula em morte
(Yoo & Ha, 2012).

Tendo em conta as suas caracteristicas, a inducao de apoptose é o objetivo da maior parte dos regimes usados
em PDT. Foram descritas duas vias apoptoticas, a via intrinseca, associada a mitocondria, e a via extrinseca,
associada a recetores de morte da membrana celular. Ambas as vias convergem num passo critico de ativagao das
caspases, uma familia de proteases especifica de aspartato dependentes de cisteina, que sao executoras da apoptose
(Plaetzer et a/ 2005; Buytaert e a] 2007). Sabe-se que a PDT pode ativar as diferentes vias apoptdticas mas a
hierarquia de eventos moleculares é controversa e pode ser diferente de acordo com a localizagdo do
fotossensibilizador e do protocolo de tratamento. A alteragdo do potencial da membrana mitocondrial ( A W m)
parece ser o evento central e inicio do processo. Esta etapa pode ser consequente da fotossensibilizagao da
mitocondria, mas € também sensivel ao aumento de ides de calcio no citoplasma, como resultado da
fotossensibilizagdo do reticulo endoplasmatico. A maior parte dos fotossensibilizadores nao se localiza apenas num
organelo celular e pode associar-se a varios tipos de membranas. Neste caso, a fotossensibilizagdo direta da
mitocdndria pode ter um efeito sinérgico com os danos introduzidos pelo aumento de calcio, resultantes da
fotossensibilizagdo do reticulo endoplasmatico (Buytaert er a/ 2007; Yoo & Ha, 2012).

A via extrinseca depende de recetores da membrana celular, nomeadamente, o recetor para o TNF (do inglés,
tumor necrosis factor), para o TRAIL (do inglés, 7NF related apaptosis inducing ligand) ou para o FAS (do inglés,
tumor necrosis factor receptor superfamily member 6). Estes recetores caracterizam-se pela presenga de um dominio
intracelular de morte, que pode contribuir para a formagao de um complexo intracelular oligomérico sinalizador
da indugao de morte, o complexo DISC (do inglés, /ntracellular death-inducing signaling complex). Este complexo
¢ responsavel pelo recrutamento e ativagdo das pro-caspases 8 e 10, que resulta em ativagdo por clivagem
proteolitica. As caspases 8 e |0 ativadas clivam as pro-caspases 3 e 7 que executam o programa apoptotico. Esta
via apoptética ndo requer a permeabilizagdo da membrana mitocondrial. Simultaneamente, as caspases 8 el0
podem ativar a proteina BID (do inglés, BAZ interacting domain death agonisf) da familia Bcl-2 que ativa a via
intrinseca da apoptose (Ortel ez a/ 2009; Yoo & Ha, 2012).
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A via dominante de atuagao da apoptose mediada por PDT € a intrinseca. A via intrinseca da apoptose é
induzida por varios fatores, entre os quais o proprio desenvolvimento celular, estimulos ambientais, stresse, danos
no DNA, choque térmico, privagao de nutrientes, ou citotoxicidade. Varios mecanismos da apoptose foram associados
a ativagao desta via pela PDT, sendo que alguns deles estao esquematizados na Figura I1.

Estes eventos incluem perda do potencial de membrana mitocondrial e libertagao de fatores apoptdticos presentes
no espago intermembranar mitocondrial para o citosol, nomeadamente, o citocromo-(, o Smac/DIABLO (do inglés,
second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding protein with low isoelectric poind), a HtrA2
(do inglés, fugh temperature requirement protein A2), o AIF (do ingles, apagptosis inducing factor) e a endonuclease
G. Apods libertagdo no citoplasma, o citocromo-C associa-se a Apaf-1 (do inglés, apaptotic protease activating factor)
com formagao do apoptossoma heptamérico que integra a pro-caspase 9, levando a sua clivagem e ativagao. A
ativagao da caspase 9 leva a ativagdo de outras caspases a jusante na cascata sinalizadora, nomeadamente as
caspases 3 e 7, que levam a cabo a apoptose. Paralelamente, o Smac/DIABLO e o Omi/HtrA2 promovem a apoptose
por antagonismo a IAP, (do inglés, /mhibitor of apaptosis proteins). As proteinas AIF, uma flavoproteina que esta
ancorada a membrana mitocondrial interna, e a endonuclease G também contribuem para o processo apoptotico
com translocagdo para o nicleo e mediagao da condensagao da cromatina (Ortel e a2/ 2009; Yoo & Ha, 2012).

A integridade da membrana externa mitocondrial depende da familia de proteinas pro e anti-apoptéticas Bcl-2
(Yoo & Ha, 2012). Tanto as proteinas pro-apoptéticas como as anti-apoptoticas estdo implicadas na apoptose
induzida pela PDT (Ortel ef a/ 2009; Yoo & Ha, 2012). As proteinas anti-apoptoticas sao particularmente sensiveis
aos danos fototoxicos quando o reticulo endoplasmatico e a mitocdndria estao implicados. A proteina anti-
apoptotica Bcl-2 demonstrou propriedades protetoras em relagao a apoptose induzida pela PDT e, a utilizagdo de
agonistas da Bcl-2 associados ao tratamento fotodindmico mostrou aumentar a eficiéncia da indugao de apoptose
(He er al 1996; Xue er 2/ 2008). A implicagdo de Bcl-2 e Bcl-xL foi observada em varias linhas celulares humanas
de cancro, quando tratadas com o fotossensibilizador PC 4 (do inglés, phthalocyanine 4) que liga preferencialmente
a mitocondria e reticulo endoplasmatico. Além disto, um analogo deste fotossensibilizador que se localiza nos
lisossomas causou danos inferiores na Bcl-2 nas células MCF-7c3 (Yoo & Ha, 2012). A meta-tetrahidroxilfenilclorina
ou Foscan®, que se localiza principalmente no reticulo endoplasmatico, lesou a Bcl-2 de extratos totais mas nao
a da fragdo mitocondrial (Marchal er a/ 2007; Yoo & Ha, 2012). No caso do fotossensibilizador 9-
capronilotetraquis(metoxifenil)porficeno, que também se localiza no reticulo endoplasmatico, verificou-se diminuigao
de Bcl-2, superior na fragdo do reticulo endoplasmatico do que na da mitocondria. Perante estes resultados foi
proposto que a familia Bcl-2 pode constituir um alvo molecular da PDT servindo como mediadora do processo de
morte celular (Yoo & Ha, 2012).
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Figura 11: Representagao esquematica de alguns passos e componentes da apoptose que foram associados com a PDT. A apoptose pode
ser ativada pela via extrinseca, que envolve recetores da membrana plasmatica, ou pela via intrinseca, em que a mitocondria tem um
papel central. Ambas as vias convergem em mecanismos que podem envolver a ativagdo da familia das caspases. Abreviaturas: Apaf-1,
fator ativador de proteases pro-apoptdticas |, do inglés apgptotic protease activating factor /; AlF, fator inibidor da apoptose, do
inglés apagptosis inhibiting factor, Bcl-1, proteina de linfoma de células B 2, do inglés 8 celf feukemia-2 proteim, BID e BAX: membros
da familia de proteinas Bcl-2; Casp, caspases; Cyc, citocromo C, do inglés cytochrome (; FADD: proteina associada ao Fas com um
dominio de morte, do inglés Fas-associated protein with death domain, FAK, cinase de adesdo focal |, do inglés foca/ adhesion kinase /;
ICAD, inibidor da deoxiribonuclease ativada por caspase 3, do inglés /mhibitor of caspase 3 activated DNase, PARP, poli-ADP ribose
polimerase; Procasp, procaspase, PBR, recetor periférico da benzodiazepina, do inglés peripheral benzodiazepine receptor; PTPC, complexo
do poro de transigdo de permeabilidade mitocondrial, do inglés, permeability transition pore complex; Smac/DIABLO, segundo ativador
mitocondrial de caspase/ inibidor de ligagdo a proteinas inibidoras da apoptose com baixo ponto isoelétrico, do inglés Secomd
mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pi: AW m, potencial de membrana
mitocondrial. Retirado de Ortel er 2/ 2009.

Autofagia

A autofagia é um processo rigidamente controlado em que componentes celulares, inclusive organelos inteiros,
sao captados para vesiculas membranares que se fundem com lisossomas para degradagao e reaproveitamento dos
seus componentes (Kroemer e ] 2009). Este procedimento é fundamental nos processos de desenvolvimento, de
homeostase e ocorre também em casos de doencas humanas e como resposta celular a privagao de nutrientes
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(Klionsky, 2005). A autofagia pode ser ativada para fornecer elementos para a sintese de proteinas durante uma
drcunstancia de privagao de nutrientes e também pode ser usada para degradar proteinas defeituosas ou organelos
lesados. Assim, a autofagia tem uma fungao pro-sobrevivéncia que pode terminar em morte no caso das terapias
anticancro baseadas na formagao de ROS. Esta via pode distinguir-se morfologicamente pelo surgimento de vesiculas
de dupla membrana, designadas por autofagossomas. Os autofagossomas fundem-se com os lisossomas, formando
autolisossomas, onde os componentes celulares e organelos sao degradados pelas enzimas lisossomais acidicas. Os
trés tipos de autofagia, macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas, definem-se pelo
caminho que os componentes marcados para degradagao fazem até aos lisossomas. Na macroautofagia, os conteddos
celulares e organelos sao englobados por autofagossomas e entregues aos lisossomas. Na microautofagia, os
componentes celulares sao captados diretamente por invaginagao da membrana lisossomal. Finalmente, na autofagia
mediada por chaperonas, os componentes sao entregues ao lisossoma por uma cascata de transporte mediada por
recetores (Yoo & Ha, 2012).

A autofagia, que pode ser ativada por varios sinais de stresse, incluindo o stresse oxidativo, foi descrita como
uma via que pode levar a morte celular apés a PDT, e estd esquematizada de modo simplificado na Figura 12.

Na resposta a PDT a autofagia pode constituir um processo de sobrevivéncia sem sucesso na preservagao da
viabilidade. Este processo é iniciado em resposta a alta reatividade das ROS produzidas, com o objetivo de remover
os organelos lesados ou agregados de proteinas que ndo possam ser removidos pela via da ubiquitina. A persisténcia
do processo de autofagia pode levar a uma falha energética e metabdlica que provoca a morte celular. A autofagia
pode também representar uma tentativa da célula remover organelos lesados pela geracao de ROS. Provavelmente,
devido a elevada importancia atribuida a apoptose e a celeridade do processo, a autofagia como resposta a reagao
fotodindmica s6 foi recentemente postulada (Ortel er a/ 2009). Nestes estudos, concluiu-se que a autofagia se
torna mais prevalente e detetavel nos casos em que a maquinaria apoptotica esta prejudicada ou quando se
utilizam baixas doses de PDT (Kessel es a/ 2006). Ainda nao foi determinado se a autofagia é uma ocorréncia
regular na PDT nem quais os mecanismos de interagdo com a apoptose. No entanto, o processo de autofagia tem
potencialmente implicagdes para o desenvolvimento da imunidade tumoral apés PDT, pelo facto de a exposicao de
antigénios ser uma consequéncia natural do processamento lisossomico (Ortel ef 2/ 2009).

Foi demonstrada a inducdo de autofagia apds o tratamento com hipericina em fibroblastos embrionarios de
murino que nao expressam as proteinas pro-apoptoticas BAX (do inglés, Bd-Z-associated X protein) e BAK (do
inglés, Bcl-2 homologous antagonist killer) (Buytaert et aj 2007; Yoo & Ha, 2012). A autofagia pode ser ativada
por fotossensibilizadores que se localizam nos lisossomas, como a NPe6, no reticulo endoplasmatico, como a
hipericina e o porficeno CPO, e nas mitocondrias, como é o caso do Foscan® e do Verteporfin®, e tanto no
reticulo endoplasmatico como nas mitocondrias, como o fotossensibilizador PC4. A dindmica entre autofagia
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Figura 12: Indugdo de autofagia pela terapia fotodindmica. Os alvos moleculares dos fotossensibilizadores sao definidos pelo seu local
de agao primario, o que pode resultar em estimulagao ou inibicdo da autofagia. Fotossensibilizadores que acumulam na mitocondria e
tém como alvo a proteina Bcl-2 ou que acumulam no reticulo endoplasmatico levando a inibi¢do da via da mTOR podem promover a
autofagia. Por outro lado, quando os lisossomas sao fotossensibilizados ocorre inibigdo do processo autofagico. A autofagia pode resultar
num processo de citoprotecgdo da apoptose e da autofagia resultante em morte celular ou num processo de morte celular. Esquema
adaptado de Dewaele e 2/ 2010 e de Servier.com (/s work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License.
To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

e apoptose na PDT sdo dependentes do tipo de célula, da natureza do fotossensibilizador e da dose de luz (Yoo
& Ha, 2012). O fotossensibilizador porficeno (PO induziu em simultaneo autofagia e apoptose que se comprovou
através de condensagdo da cromatina, perda do potencial de membrana mitocondrial e conversao de LC3-I (do
inglés, microtubule-associated protein light chain 3 ) em LG3-Il (do inglés, microtubule-associated protein light
chain 3 ) apés danos no reticulo endoplasmatico. Também no caso das células humanas A431 de carcinoma
escamoso, o tratamento com o Foscan® produziu caracteristicas de autofagia e de apoptose (Yoo & Ha, 2012).

Necrose

A necrose é uma forma de morte celular, habitualmente descrita como violenta e de rapida degenerago que
afeta populages generalizadas de células. Caracteriza-se pelo edema celular, pela devastagao dos organelos e pelo
rompimento da membrana plasmatica, levando & libertagdo do conteido intracelular e, consequentemente,
inflamagao (Ortel e a/ 2009; Robertson ez a/ 2009).
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A necrose, até ha pouco tempo, era considerada uma morte celular acidental ou descontrolada consequente a
hipoxia aguda ou a cisquemia, com rapida deplecao de ATP (do inglés ademosine triphosphate) a um nivel
incompativel com a sobrevivéncia. No entanto, varias evidéncias indicam que este tipo de morte constitui uma via
regulada por um conjunto de vias de transdugdo de sinal e mecanismos catabdlicos (Kroemer ef a/ 2009),

esquematizados de forma simplificada na Figura 13.
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Figura 13: Vias de Necrose. A necrose pode ser iniciada por varios estimulos. A ativagdo de recetores de morte como o Fas e o TNFR,
ou stresse, que pode ser consequéncia da terapia fotodindmica, induz a interagao e ativagao de cinases RIPI e RIP3 ou outros
mecanismos de transdugdo de sinal. A PARP| também é comummente ativada em ambiente de necrose. Como consequéncia ocorre
libertagdo de catepsinas, aumento de producdo de ROS, deplecao de ATP e ativagdo de calpainas. Esquema adaptado de Hou er a/
2013 e de Servier.com (7his work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this

license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Os principais reguladores da necrose sao as proteinas relacionadas com a via do TNF, com o RIP-1 e com a
cidofilina D (Golstein & Kroemer, 2007). Também intervém proteinas como as PARP (do inglés, Poly-ADP ribose
polymerasé), as calpainas e as catepsinas, no entanto ndo foi estabelecida nenhuma associagao firme destes
marcadores com a terapia fotodinamica (Buytaert e 2/ 2007). Comprovou-se que os recetores de dominio de
morte, (TNFRI, Fas/CD95 e TRAIL-R) e do tipo Toll (por exemplo, TLR3 e TLR4) provocam necrose, em particular,
na presena de inibidores de caspase (Kroemer ez a/ 2009). Diversos mediadores, organelos e processos bioquimicos
tém sido implicados na morte celular por necrose, no entanto nao esta estabelecido como € que se relacionam.
Os acontecimentos observados incluem alteragdes mitocondriais, como desacoplamento, produgao de ROS e
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permeabilizagdo da membrana mitocondrial, alterages lisossomais como resultado da produgao de ROS pela reagao
de Fenton e permeabilizagao da membrana lisossomal, alteragdes nucleares como por hiperativagao da PARP-1 e
hidrolise concomitante de NAD+ (do inglés, micotinamide adenine dinucleotide), degradagao de lipidos apos a
ativagdo de fosfolipases, lipoxigenases e esfingomielinases, aumento da concentragdo citosélica de calcio (Ca’*) que
resulta em sobrecarga mitocondrial e ativagao de calpainas e catepsinas. (Kroemer ez a/ 2009.

0 efeito diferencial mais importante da necrose versus a apoptose e a morte com autofagia é que a necrose
provoca a inflamagdo do tecido (Castano e a/ 2006). A morte por necrose provocada pela PDT tem sido associada
a elevadas concentragdes de fotossensibilizador ou a elevadas doses de luz, e tem sido descrita como evitavel. No
entanto, dada a possibilidade de ser acompanhada por resposta inflamatoria, esta via pode ser vantajosa. (Kushibiki
et aj, 2013). Conceptualmente, a inflamagao aguda é um processo favoravel, uma vez que pode impulsionar a
resposta imune antitumor (Korbelik, 2006), o que sera discutido mais adiante.

Uma vez que a morte por necrose esta associada a perda de integridade da membrana plasmatica e rapida
deplecao de ATP, pode ocorrer como consequéncia da PDT com fotossensibilizadores que acumulam na membrana
plasmatica (Gollnick & Brackett, 2010).

As vias celulares referidas podem estar simultaneamente envolvidas na resposta ao PDT, no entanto os
mecanismos de cosstalk entre estas vias metabdlicas ainda nao estdo esclarecidos (Kushibiki ez 2/ 2013). De um
modo geral, as evidéncias experimentais mostram uma larga heterogeneidade entre os mecanismos que levam a
morte celular mediada pela PDT. Os avangos na compreensdo da biologia molecular da PDT contribuem para a
racionalizacao dos protocolos de tratamento e para a escolha dos fotossensibilizadores, porém a avaliagao destes
parimetros depende principalmente da resposta clinica a terapéutica (Huang e a/ 2008). E postulado que o tipo
de morte alterna entre a apoptose e a necrose quando a intensidade do tratamento fotodindmico € excessivo e
promove rapida lise celular em vez da morte celular organizada e programada (Yang er aj 1993; Leist & Nicotera,
1997; Dougherty ef ] 1998; Robertson ef a} 2009). Esta transicdo da apoptose para a necrose pode dever-se a
um grande aumento na concentragao de calcio no citosol ou, em alternativa, a elevada deplecao de ATP como
consequéncia da formagdo de ROS. A autofagia, que pode ocorrer, como referido, como mecanismo citoprotetor
ou como mecanismo que termina em morte, pode ser concomitante a ativagao da via apoptdtica (Yoo & Ha,
2012).

Nos dltimos anos, houve um aumento da compreensao do papel da sinalizagao intracelular em resposta a PDT,
e, particularmente, nas vias de indugao de apoptose. Ambas as vias apoptdticas, a extrinseca, que envolve recetores
celulares e a caspase 8, e a intrinseca, em que a fungdo mitocondrial é perturbada, podem ser ativadas (Moor,
2000; Kolarova et aj 2007; Kuimova er a/ 2007). Recentemente, demonstrou-se que a autofagia podera ser um
processo induzida por PDT, que pode terminar em morte, particularmente, quando os fotossensibilizadores se
localizam no reticulo endoplasmatico (Kessel & Reiners, 2007; O’Connor ef a] 2009). A destruigdo direta das
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células tumorais, que produz morte por necrose, é causada por danos irreversiveis na membrana plasmatica e nos
organelos intracelulares como a mitocondria, os lisossomas, o aparelho de Golgi, ou o reticulo endoplasmatico
(Kushibiki ez af 2013).

As ROS formadas destroem o tumor como consequéncia de miltiplos mecanismos, que podem envolver vérias
moléculas. Os fotossensibilizadores que acumulam na mitocondria podem causar danos a componentes mitocondriais
anti-apoptdticos, incluindo na BCL-2 e BCL-XL, e iniciar a libertagao de caspases ativadoras. Os fotossensibilizadores
que acumulam nos lisossomas ou no reticulo endoplasmatico podem induzir a ativagao de caspases mediada pela
proteina BAX. Outro evento importante € a libertagao de fatores de necrose como a Hsp70 (do inglés, heat shock
protein 70), que se encontra significativamente aumentada apds o stresse. A PDT induz a rapida libertagdo de
citocromo (, o que inicia a cascata apoptdtica através da ativacao de diferentes caspases. A Hsp70 liga-se
diretamente ao dominio de recrutamento de Apaf-1 e impede o seu recrutamento e oligomerizagdo com a pro-
caspase 9. A Hsp70 intracelular pode, nao so, inibir a morte celular por apoptose, mas também promover a
formagao de complexos estaveis com os antigénios tumorais citoplasmaticos. Estes antigénios podem estar expressos
na superficie tumoral ou escapar das células em morte por necrose e interagir com células apresentadoras de
antigénios e, assim, estimular a resposta imunitaria antitumoral (Yoo & Ha, 2012; Kushibiki e 2/ 2013).

Alguns estudos mostraram que a PDT pode induzir a expressao de determinados miRNA (do inglés, mucro
ribonuclerc acid). E o caso de miRNA especificos da apoptose cuja expressdo aumenta nas células Hela em resposta
ao tratamento com a NPe6. O miRNA-210 esta consistentemente aumentado em condigdes de hipoxia e o miRNA-
296 pode estar relacionado com a angiogénese. Estes resultados sugerem que estes mi-RNA podem constituir
marcadores da eficiéncia da teraputica e, por outro lado, a sua inibigdo pode contribuir para um resultado
terapéutico superior (Kushibiki e 2/ 2013).

Efeito da PDT nos vasos sanguineos

A PDT pode ndo ter so as células tumorais como alvos preferenciais da sua atuagao. A manutenco e crescimento
tumoral dependem de vasos que fornecem oxigénio e nutrientes. Varios trabalhos mostraram que a PDT, em
determinadas condicdes, pode ter um efeito alvo preferencial ao nivel dos vasos sanguineos. Os danmos na
microvasculatura tumoral podem prevenir a formagdo de novos vasos sanguineos e aumentar a eficicia do
tratamento a0 causar o colapso da microcirculagao e hipoxia tissular severa (Bhuvaneswari er a/ 2009).

A investigagdo no desenvolvimento de moléculas fotossensibilizadoras tem estado focada principalmente na
obtencao de moléculas com elevada seletividade para as células tumorais, no entanto, o interesse na terapia
fotodindmica direcionada para a vascularizagao do tumor também tem vindo a aumentar. Com esta abordagem, o
momento ideal para a iluminagao deixa de ser quando a concentragao do farmaco é elevada no tumor em relagao
aos tecidos normais, mas sim quando a concentragao da molécula fotossensibilizadora é mais elevada no sangue
(Triesscheijn ef a/ 2006). Nesta modalidade, pretende-se que o fotossensibilizador tenha seletividade minima para
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o tumor e rapida depuragao. A irradiagdo ocorre enquanto o farmaco ainda circula nos compartimentos vasculares
e pretende-se provocar a trombose e oclusdo de microvasos, de forma a induzir a ablagao tumoral pela supressao
do aporte de nutrientes e oxigénio. Assim, a morte celular tumoral resulta de danos noutro tipo de células,
nomeadamente, nas células endoteliais (Triesscheijn ez aj 2006).

Uma vez que a alteragdo entre os eventos da reacao fotodinamica que ocorrem nas células tumorais ou nos
vasos sanguineos esta na dependéncia da distribuicao do fotossensibilizador nestes compartimentos, esta condigao
pode ser manipulada através da variagao do intervalo de tempo entre a administragao do farmaco e o momento
de exposi¢ao a luz. Antes de ser internalizado pelas células, o fotossensibilizador estd maioritariamente confinado
nos vasos sanguineos e, se se realizar a irradiagao neste momento, os efeitos ocorrem ao nivel da vasculatura
(Vittar et ] 2013). Esta abordagem tem o potencial de eliminar as células tumorais devido ao papel fundamental
do aporte sanguineo na sobrevivéncia, crescimento e invasao dos tumores solidos O tratamento pode ser realizado
com concentragdes inferiores de farmaco e num mais curto espago de tempo (Vittar er aj 2013).

Os danos vasculares da PDT, primeiramente referidos em 1963, traduzem-se em varios efeitos fisiologicos,
nomeadamente, observou-se vasoconstricao dos vasos do tumor seguido de respostas heterogéneas, como eventual
estagnagdo do fluxo do sangue, aparecimento de hemorragia e, em vasos de maior didmetro, a formagdo de
agregados de plaquetas e de trombos dentro do limen dos vasos. Devido as suas interagdes vasculares eficientes,
a PDT é usada também para lesdes ndo neoplasicas tais como o tratamento da neovascularizagdo da cornea e da
cordide e na degenerescéncia macular relacionada com a idade. Neste caso, o Verteporfin® ¢é absorvido pelo
endotélio neovascular de forma rapida e seletiva e, apos irradiagao, é possivel atingir oclusao angiografica completa
pela trombose vascular (Schmidt-Erfurth & Hasan, 2000). O tratamento com Verteporfin® também afeta vasos
linfaticos associados a tumores, sendo capaz de eliminar as células tumorais intralinfaticas e, desta forma, minimizar
as vias de metastizagao (Vittar er a/ 2013).

Varios estudos implicaram o endotélio como um alvo primario da PDT /7 vive. Os trabalhos de Gomer mostraram
que células endoteliais de bovino podem ser mais fotossensiveis do que células musculares lisas ou fibroblastos, e
este incremento da fotossensibilidade ndo estava relacionado com maior captagao ou retencao do farmaco (Gomer
et a, 1988). West er al mostraram até que as células endoteliais podem ser mais sensiveis do que células
tumorais humanas de adenocarcinoma do colon (West e 2] 1990).

Varias novas moléculas fotossensibilizadoras tém sido estudadas como potenciais farmacos para PDT com
seletividade para a vasculatura. O 2-(l-hexiloxietil)-2-divinil-pirofeoforbide-a demonstrou citotoxicidade vascular
superior a0 Photofrin® em xenotransplantes de cancro escamoso do esofago (Wu er a/ 2013).

0 fotossensibilizador TOOKAD® foi utilizado no tratamento fotodinamico, direcionado para a vasculatura de 85
doentes com cancro da prostata, e verificou-se que o tratamento com 4 mg/kg e irradiagao com 200 )/cm resultou
em biopsia negativa, apds 6 meses, em 80% dos doentes tratados com este regime (Azzouzi et a/ 2013). Num
outro estudo, na andlise das biopsias realizadas 6 meses apds o tratamento de 56 doentes com o mesmo
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fotossensibilizador, foi possivel observar cicatrizes fibroticas bem marcadas e raras ou inexisténcia de glandulas
atroficas, necrose de coagulagdo e leve inflamagao (Eymerit-Morin ez a/ 2013).

Com o propésito de melhorar a eficaicia da PDT com seletividade para a vasculatura, desenvolveram-se
fotossensibilizadores direcionados para marcadores da angiogénese tumoral. Uma estratégia é a utilizagao de
fotossensibilizadores conjugados a anticorpos ou a moléculas que reconhecem a vasculatura tumoral. E um caso o
do anticorpo L19, contra a ED-B-fibronectina que, quando conjugado a um fotossensibilizador, pode aumentar a
atividade antitumoral. O péptido arginina-glicina-acido aspartico tem afinidade para integrinas e glicoproteinas
sobrexpressas na superficie das células endoteliais, por isso a sua conjugacao com um fotossensibilizador pode
resultar em apoptose preferencialmente da neovasculatura. Também os lipossomas cationicos, como transportadores,
foram considerados eficazes para este propdsito por melhorar a interagao do farmaco com as células endoteliais
(Vittar ef af 2013). O direcionamento dos fotossensibilizadores para os recetores da somatostatina 2 (T2, do
inglés, somatostatin receptor 2) mostrou-se mais eficaz, com ablagao dos vasos sanguineos do tumor, e verificou-
se que o octredtido constitui uma opgao segura com baixas taxas de recorréncia e elevada resposta a longo prazo
(Starkey er a/ 2013).

Inflamagdo e imunidade

A PDT provoca frequentemente reagao inflamatoria aguda que se apresenta como edema na regiao submetida
a tratamento. Esta reagdo é consequéncia do stresse oxidativo induzido pela terapia fotodindmica, que provoca
uma reagdo imunitria, que pretende lidar com a integridade e a homeostasia do local afetado (Agostinis ef a/
2011). A PDT inicialmente foi considerada uma terapéutica de agdo anti-inflamatdria local, no entanto, varios
estudos mostraram que pode ser também responsavel por um efeito sistémico que se traduz por neutrofilia
sistémica, indugdo de proteinas da fase aguda, aumento dos niveis de complemento e libertagao sistémica de
citocinas pro-inflamatorias. A PDT é eficaz a desencadear resposta imunitdria contra o tumor, localmente, e por
isso, pode ativar tanto o sistema imune inato com o adaptativo (0’Connor ez 2/ 2009; Brackett & Gollnick, 2011;
Mroz et aj 2011). Comprovou-se também que a deplecdo ou a inibigao das células inflamatérias compromete o
resultado do tratamento (Agostinis ef 2/ 2011). Este processo é comum tanto para fotossensibilizadores que atuam
diretamente nas células tumorais como para os que atuam ao nivel da vasculatura do tumor.

Numerosos estudos clinicos demonstraram que a terapia fotodindmica pode influenciar resposta imune adaptativa
em varias formas. Alguns regimes de tratamento podem potenciar a resposta adaptativa imunitria enquanto outros
podem levar a imunossupressao (Agostinis e a 2011; Mroz ef a] 2011). Ainda nao estdo descritos na totalidade
0s mecanismos precisos que levam a cada uma destas respostas, no entanto sabe-se que estdo relacionados com
0 sistema imunitario, drea tratada e o tipo de fotossensibilizador.

Os casos de imunossupressao estdo relacionados com tratamento de dreas cutdneas de grande superficie. Alguns
estudos de hipersensibilidade por contacto demostraram que, apés a PDT, a imunidade poderia estar diminuida.
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Uma vez que a imunossupressio mediada pela PDT tem sido testada maioritariamente no modelo de
hipersensibilidade de contacto, os efeitos s@o frequentemente comparados com os da irradiagao UV, conhecida por
ser supressora tanto na fase de indugdo como de sensibilizagdo. Foram propostos varios mecanismos para essa
supressao, como € o caso da possivel deplecao das células de Langerhans ou a regulagao aberrante da secre¢do
de citocinas pelas células apresentadoras de antigénios. A propria produgao de ROS, inerente a reagao fotodinamica,
também pode neutralizar a capacidade de produzir respostas imunes e, eventualmente, induzir tolerancia. Existem
também evidéncias de que as células em apoptose libertam citocinas imunossupressoras, tais como TGF-B (do
inglés transforming growth factor B) e IL-10 (Interleucina 10). O tratamento pode causar um aumento de VEGF
que pode ser imunossupressor pela inibicdo da funcao e da diferenciagao das células dendriticas (Mroz ef ]
2011).

A eficacia da PDT parece estar relacionada com uma indugdo de imunidade antitumoral e mostra melhorar a
eficaica da PDT /n wivo (O’Connor er aj 2009; Agostinis er a/ 2011). Estudos realizados em ratinhos
imunodeprimidos mostraram que a reconstituicao deste sistema melhora a resposta a PDT (Agostinis ez 2/ 2011).
0 tratamento de tumores em ratinhos scid (do inglés, severe combined immunodeficiency) ndo foi protetor mesmo
com uma dose equivalente a curativa em ratinhos Balb-c (Brackett & Gollnick, 2011). 0 aumento da atividade
antitumoral foi associado com a infiltragao de linfocitos CD8+, neutrdfilos, e aumento de mediadores inflamatérios,
nomeadamente o TNF-a, a IL-IB (Interleucina-1B), a IL-6 (Interleucina-6), a IL-10, os tromboxanos, as
prostaglandinas, os leucotrienos e a histamina (Ortel ef ] 2009). Foi demonstrado que o controlo do crescimento
de tumores fora da drea de tratamento estd dependente da existéncia de um sistema imunitario intacto e é
mediado por células (D8 +(Kabingu es 2/ 2007). Alguns estudos demonstraram que o tratamento de tumores em
murinos resultava no desenvolvimento de memdria imunitdria (Brackett & Gollnick, 2011). A ativagdo do
complemento também é preponderante na resposta a PDT pois, em modelos animais em que o complemento foi
bloqueado, observou-se uma menor taxa de cura apds o tratamento com varios fotossensibilizadores (Korbelik,
2006).

Apesar da resposta inicial ser equiparada em doentes imunocompetentes e imunodeprimidos, a longo prazo, os
doentes imunodeprimidos tém maior propensdo a desenvolver novas lesdes. Biopsias de doentes com neoplasia
vulvar que expressam moléculas de histocompatibilidade major de classe | (MHCI, do inglés, major histocompatibility
class /) responderam melhor ao 5-ALA-PDT do que os casos em que MHCI estava ausente (Brackett & Gollnick,
2011). De salientar o tratamento de angiossarcoma multifocal de cabeca e pescogo que resultou no aumento da
infiltragdo de células imunitarias em tumores distantes ndo tratados e foi acompanhado de regressao tumoral
(Agostinis 2011).

A inflamagdo induzida pela PDT é um processo independente da especificidade de antigénios, orquestrado pelo
sistema imune inato. A reacdo fotodindmica é eficaz na formagdo de sinais de alarme designados moléculas
associadas a padroes de morte (DAMP, do inglés, damage associated molecular patterns, e (DAMP, do inglés, cel/
death associated molecular patterns), que constituem sinais quimiotaticos que sdo detetados pelo sistema de
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imunidade inato. Um dos membros da familia DAMP é a proteina nuclear de ligagao ao DNA HMGBI (do inglés,
high-mobility group box /) que se pode ligar a recetores TRL (do inglés, 7o/-like receptors) e ativar a resposta
imunitaria. O inicio deste processo inflamatdrio é marcado por alteragdes do microambiente tumoral, consequentes
da libertagao e expressao de moléculas pro-inflamatorias e de mediadores da resposta aguda, que se torna
permeavel a proteinas do sangue e a células inflamatorias (Mroz e a/ 2011). As células inflamatérias, neutrofilos,
mastdcitos, mondcitos/macréfagos e as células dendriticas rapidamente invadem a massa tumoral e podem atuar
contra as células tumorais (Qiang er a/ 2008; Agostinis ef a} 2011). A resposta inflamatéria aguda é o principal
processo efetor de protecdo envolvido neste contexto e tem como objetivo neutralizar a fonte de DAMP e CDAMP,
remover células lesadas, repor a homeostasia e a fungao normal do tecido afetado. A ativagao do sistema do
complemento também parece ser importante, uma vez que funciona como mediador direto da inflamagao e também
estimula as células a libertar mediadores secundarios da inflamagao como as citocinas IL-1f3, TNF-ai, IL-6, IL-10,
G-CSF (do inglés granulocyte colony-stimulating factor), tromboxanos, prostaglandinas, leucotrienos, histamina e
fatores de coagulagao (Mroz e a/ 2011). A lesdo e disfungdo da vascularizagdo do tumor tratado frequentemente
terminam em oclusao vascular, que contribui para confinar o tecido tumoral danificado até que seja removido por
fagocitose, evitando assim a propagagao da lesao (Agostinis ef a/ 2011).

A exposicao a PDT resulta na ativagao prolongada dos genes c-fos e c-jun que formam heterodimeros que
regulam a expressao da proteina ativadora API (do inglés activator protein . A ativagao de AP| é critica para
a proliferacao, diferenciagdo e inflamagao. Como resposta a ativagao de APl sao produzidos mediadores da
inflamagao (Ortel e a/ 2009). Entre as citocinas envolvidas na regulagdo do processo inflamatdrio, as mais
importantes 530 a IL-1p e a IL-6 mas também o TNF-o. e moléculas de adesao como a E-selectina e a ICAM-1
(do inglés, /nter-Cellular Adhesion Molecule) estao envolvidas (Qiang e ] 2008; Bhuvaneswari ef a/ 2009). Um
estudo clinico mostrou que doentes submetidos a PDT adjuvante apresentam um aumento de IL-1[3, IL-6, IL-8
(Interleucina 8) e IL-10 (Qiang ef a/, 2007). O bloqueio da fungao de varias moléculas de adesdo foi comprovado
ser prejudicial. No entanto, de modo controverso, o bloqueio de citocinas anti-inflamatérias, tais como a IL-10 e
0 TGF-B pode melhorar significativamente os indices de cura apds PDT (Agostinis 2011). O envolvimento das
citocinas, na resposta imune induzida pela PDT, mostra que a modulagdo desta terapéutica para a ativagao de
mediadores inflamatorios e imunitarios, pode resultar ndo sd na destruicao do tecido tumoral, mas pode também
contribuir para a eliminagdo de células tumorais no organismo e para ativar o sistema imunitdrio contra o cancro,
prevenindo possiveis recorréncias ou metastases (Qiang er a} 2008; Gollnick & Brackett, 2010).

A PDT ativa a imunidade humoral e a mediada por células, no entanto a importancia da resposta humoral nao
é clara. A PDT tem sido relacionada com a ativagdo de células dendriticas pelas células tumorais mortas e lesadas
e implicada na sua maturagdo. As células dendriticas sdo as mais potentes células apresentadoras de antigénios.
Ha evidéncias de que estas células, apos PDT, se tornam capazes de apresentar antigénios do tumor e ativar
linfocitos capazes de destruir células distantes, positivas para esses antigénios (Mroz ef aj 2011). As células
dendriticas s3o fundamentais para a ativagdo das células-T (D8" e para a indugdo da imunidade anti-tumoral.
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Hipotetizou-se que as células dendriticas ativam as células-T CD8" em nodulos linfaticos apds migragdo para estes
locais. A formagdo de células-T (D8" e de memdria é frequente mas nem sempre ocorre e pode estar na
dependéncia da presenca e da ativagao de células-T (D4*. (Agostinis er a/ 2011).

0 tipo de morte celular também pode influenciar o mecanismo de ativagao da imunidade. Foi demonstrado
que, apds morte por necrose, as células dendriticas sdo capazes de ativar eficientemente células-T (D4 e células-
T (D8". Por outro lado as células apoptoticas levam a ativagdo apenas de células-T (D8, no entanto as células-
T (D4™ podem ser importantes para a atividade das primeiras. A eficacia da PDT esta diminuida na auséncia de
células-T CD8™ (Agostinis er a/ 2011).

A incubagao de células tumorais tratadas com PDT com células dendriticas imaturas levou @ sua maturagao,
ativagao e capacidade de estimular as células-T (Kushibiki ez a/ 2013). Células dendriticas imaturas cocultivadas
com células (26 tratadas com PDT fagocitaram eficazmente as células tumorais, adquiriram caracteristicas de
células maduras e produziram quantidades elevadas de IL-12 (Interleucina-12) (Kushibiki ef a/ 2013). Lisados de
células tumorais tratadas por PDT induziram a secrecao, pelas células dendriticas, de IL-Iot (Interleucina-lar), IL-
I3 e IL-6 (Brackett & Gollnick, 2011). Por outro lado, células dendriticas submetidas a lisados de células tumorais
tratadas, inibiram o crescimento de tumores mamarios EMT6 e também mostraram efeito contra tumores solidos
estabelecidos (Kushibiki ez ] 2013). A ativagao das células dendriticas por células tratadas podera ocorrer através
da libertagao de DMAP e CDAMP que s3o imunoestimulatorios ao interagir com PRR (do inglés, pattern recognition
receptors) expressos por células de imunidade inata. A Hsp70 é um DAMP cujo nivel de expressao se correlaciona
com a maturagao e extensao da inflamagao (Brackett & Gollnick, 2011).

Para a formagao de imunidade antitumoral, a apresentagdo de antigénios é fundamental e as células dendriticas
expostas a péptidos, proteinas, genes ou lisados derivados de células tumorais, assim como células dendriticas
fundidas com células tumorais, tém sido estudadas como vacinas anticancro. Os ensaios clinicos mostraram que a
vacinagao é bem tolerada e capaz de ativar respostas de células-T especificas contra o tumor, com regressao da
doenca metastatica. As células dendriticas maduras sdo criticas para a ativagdo de células-T CD8” e para a indugao
de imunidade antitumor (Kushibiki e a/ 2013).

Com os estudos realizados até aqui, surge a hipotese de que, em resposta a PDT, as células dendriticas sao
ativadas e migram para os nédulos linfaticos proximos do tumor onde € estimulada a ativagao das células-T. Esta
hipotese, que sugere que a PDT pode atuar de modo semelhante as vacinas antitumorais, tem sido corroborada
por diversos estudos que utilizam uma ampla variedade de modelos de tumor e de fotossensibilizadores (Agostinis
et al 2011). Este ponto de vista abre portas a PDT no que concerne a doenca metastatica. Uma maior compreensao
da resposta imunitria prevé o desenvolvimento de mecanismos lteis para melhorar a eficicia do tratamento
dinico com PDT. O entendimento dos mecanismos pelos quais a PDT aumenta a imunidade antitumoral pode
permitir o desenvolvimento de protocolos capazes de eliminar o tumor primario e aumentar a imunidade sistémica
de modo a controlar a doenga disseminada.
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Combinagdo com outras estratégias terapéuticas

Em oncologia, a combinagdo de varias modalidades terapéuticas sem toxicidade cumulativa constitui uma
estratégia importante para potenciar o resultado terapéutico. Na maioria dos casos, uma tnica forma de tratamento
nao é capaz de curar o cancro. No caso da PDT, tanto a sensibilizagao das células tumorais como a interferéncia
com mecanismos de protecao das células ao tratamento sao abordagens que podem melhorar o resultado terapgutico
(Agostinis et aj 2011). Além disto, uma vez que a citotoxicidade estd na dependéncia de formagao de ROS de
forma localizada, ndo ha qualquer impedimento a combinagdo desta terapéutica com outras terapéuticas
convencionais. A combinagdo com a cirurgia, como tratamento neoadjuvante ou adjuvante, e com a quimioterapia
e radioterapia sao op¢Oes que nao trazem risco de resisténcia cruzada, no entanto ha poucos estudos clinicos que
demonstrem o resultado da combinagdo da PDT com as terapéuticas convencionais (Agostinis ez aj 2011).

No caso dos tumores solidos, a cirurgia, na maior parte dos casos, constitui a primeira e principal abordagem
teraputica. No entanto, mesmo apds cirurgia ha sempre risco de existirem células tumorais remanescentes que
podem promover a recidiva. A administragdo de um fotossensibilizador antes da cirurgia e iluminagao posterior do
local afetado pode ser utilizada para identificar as células tumorais, procedimento comummente referido como
foto-diagndstico. Um exemplo desta abordagem foi a utilizagio de Verteporfin® e obtencio de imagens de
fluorescéncia de células de cancro do ovario por microendoscopia (Zhong ef a/ 2009). Além disso, no momento
da cirurgia pode ser realizada PDT no leito do tumor. Foi demonstrado que a combinagao de PDT com a cirurgia
resulta em redugao significativa de aparecimento de metastases, promove o desenvolvimento da resposta imunitaria
antitumoral e diminui a taxa de recidivas de tumor em varios tipos de cancro (Firczuk er a/ 2011).

A resposta @ PDT em combinagdo com a quimioterapia foi estudada com varios quimioterapéuticos, tais como
antraciclinas, os compostos de platina, os antimetabolitos, os inibidores de microtibulos e outros. As interagdes
observadas podem ser sinérgicas, neutras ou antagonistas, de acordo com o farmaco, o intervalo de tempo entre
a administragao do fotossensibilizador e a aplicagao da PDT, o quimioterapéutico e o tipo de tumor (Firczuk ef
al, 2011). Demonstrou-se que a combinagdo da PDT com a quimioterapia pode ser bem tolerada (Nahabedian er
al, 1988). No que respeita a associagao com agentes alquilantes do DNA, a combinagdo de cisplatina com a PDT
mediada por 5-ALA foi estudada /n witro e in vivo no cancro da cabeca e pescoco. O regime de combinagdo
demonstrou ser mais citotoxico que qualquer um dos farmacos administrado isoladamente, mesmo com menores
concentragoes e verificou-se reducao dos efeitos secundarios inerentes a quimioterapia (Ahn ez a/ 2014). Obtiveram-
s resultados positivos também na combinagio de cisplatina com PDT baseada em Photofrin®, em células de
linfoma de ratinho e em células de adenocarcinoma do esofago, onde se observou efeito citotoxico aumentado e
apoptose (Postiglione ez a/ 2011). Outros estudos demonstraram o efeito sinérgico da PDT em combinagdo com
compostos de platina (Mao er a/ 2009; Compagnin ef 2] 2010; Ge er a 2011; Wei et aj 2013).

A doxorrubicina, cujo mecanismo de agao depende da intercalagdo no DNA e da inibicao da topoisomerase II,
foi estudada em combinagdo com varios fotossensibilizadores e em diversos tipos de cancro. A associagao com 5-
ALA contribuiu para controlar o crescimento de xenotransplantes em ratinhos (Nahabedian ez 2/ 1988; Postiglione
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et al 2011). Estudos /n witro relativos ao tratamento de sarcoma uterino resistente @ quimioterapia resultaram
em efeito sinérgico, com diminuicao da atividade e expressao das proteinas MDR-1 (do inglés multidrug resistance
protein /) e P-gp (do inglés P-glicoprotein ) (Cheung e aj 2013). A combinagdo da doxorrubicina com a PDT
foi também avaliada num modelo de cancro resistente @ quimioterapia, através de utilizagdo um sistema de
transporte de farmacos constituido por nanoparticulas. Verificou-se inibigao significativa da proliferacao celular,
aumento da apoptose e maior sobrevida dos ratinhos (Postiglione ez a/ 2011). A mitomicina C & um antibiético
antitumoral que inibe a sintese de DNA. A sua combinagdo com a PDT baseada em Photoftin® é particularmente
eficaz no tratamento de fibrossarcoma de ratinho e de carcinoma do colon de rato. No caso da combinagao com
a PDT baseada em 5-ALA, verificaram-se efeitos muito promissores em varias linhas celulares de cancro da bexiga,
incluindo em células resistentes a teraputica com mitomicina C (Postiglione ez 2/ 2011).

As topoisomerases sao enzimas responsaveis por modificar a estrutura do DNA de modo a permitir a transcrigao
e a replicagdo. A sua inibicdo constitui uma importante estratégia no tratamento de varios tipos de cancro, que
resulta em alteragao do ciclo celular, quebras simples e duplas na cadeia do DNA e morte celular. Farmacos como
o ironotecano e o ectoposido também foram avaliados em combinagao com a PDT, o que resultou em efeito
sinérgico que se traduz por inibicao do crescimento, perda significativa de potencial clonogénico, paragem do ciclo
celular e fragmentagdo do DNA (Postiglione ez a/ 2011).

0 metotrexato, um inibidor da sintese de DNA, que apresenta efeito indutor da diferenciagao celular, também
em combinagao com a PDT baseada em 5-ALA, resultou no aumento da concentragao intracelular de protoporfirina
IX (Sinha ez a/ 2006; Anand ez a/ 2009). Relativamente aos quimioterapéuticos que atuam ao nivel do citoesqueleto,
como os inibidores de microtibulos de que sao exemplos a vincristina e o taxol também foram estudados em
combinagdo com a PDT /n vivo, tendo sido comprovado um efeito sinérgico com a vincristina administrada antes
da reagao fotodindmica (Ma ef 2/ 1996). O placlitaxel em baixa concentragao também contribuiu para aumentar
a ditotoxicidade da PDT mediada pelo Verteporfin® /i vitro (Park et a 2008).

Além da quimioterapia, a PDT também pode ser combinada com a radioterapia, o que resulta num duplo efeito
em que a PDT sensibiliza as células tumorais a radioterapia e a radioterapia aumenta a eficicia anticancro da
PDT, que potencia o efeito antitumoral (Agostinis ef a/ 2011). Os danos provocados por estas duas terapduticas
sao distintos. Apos a PDT sao comuns os danos ao nivel das membranas celulares enquanto a radioterapia induz
lesdes significativas ao nivel do DNA. Luksiene e colaboradores demonstraram numa série de trabalhos que a
combinagao destas terapéuticas leva a um efeito aditivo em que o farmaco atua como fotossensibilizador e também
como radiossensibilizador (Luksiene er 2/ 1999, 2006a, 2006b; Luksiene, 2004). Posteriormente, varios autores
confirmaram os potenciais efeitos positivos desta combinagao terapéutica, também em estudos clinicos (Nyst ef a/
2012; Gui ef a 2013; Lo er a] 2013; Sazgarnia ef aj 2013; Bechet er aj 2014).

Varios estudos tém confirmado a importdncia de manter a boa oxigenagao dos tecidos para assegurar o efeito
antitumoral da PDT. O oxigénio hiperbdrico tem efeitos benéficos em varios tratamentos oncoldgicos e, quando
combinado com a PDT, diminui a condi¢do de hipoxia e aumenta a morte celular. Associadamente, a administragao
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de ferro ou de transferrina, importante para a producao de ROS, podem ter um efeito sinérgico (Al-Waili & Butler,
2006). A associagao da PDT com oxigénio hiperbarico ou com emulsdes perfluoradas, que aumentam a oxigenagao
dos tecidos, ou a administragdo de eritropoietina, uma citocina capaz de promover a renovagao dos eritrocitos,
mostraram induzir efeitos superiores do que unicamente com a PDT (Firczuk er 2/ 2011).

A combinagao com farmacos capazes de promover a captagdo ou a retencao do fotossensibilizador pelas células
tumorais pode constituir uma estratégia para melhorar o resultado teraputico. Esta abordagem depende da
conjugagao do fotossensibilizador com moléculas direcionadas para as células tumorais e pode ser particularmente
importante quando as caracteristicas morfologicas do tumor requerem a iluminagao de uma drea extensa, o que
torna necessario maior seletividade (Agostinis ef @/ 2011). A combinagao com péptidos apresenta vantagens pelo
seu pequeno tamanho, sintese simples e alta afinidade para os recetores. Foram utilizadas sequéncias peptidicas
com afinidade para os recetores como a hormona libertadora de gonadotropina, o recetor 2 do VEGF e a
neuropilina-1 (Verma ez a/ 2007).

A expressao de recetores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés, /ow-density lipoproteins) especificos
esta aumentada em diversos tipos de células tumorais e por isso podem aumentar a seletividade de farmacos para
o tumor, incusivamente de fotossensibilizadores (Polo es 2/ 2002). Varios fotossensibilizadores foram conjugados
a LDL e, com estes estudos, ficou demonstrado o potencial em aumentar a eficicia e seletividade da PDT (Hamblin
& Newman, [994b; Schmidt-Erfurth er a 1994, 1997; Marotta ef ] 2011).

Foram estudadas varias estratégias com o objetivo de aumentar a acumulagao de fotossensibilizador nas células
tumorais. De modo similar ao efeito do metotrexato, ja descrito, a vitamina D, por ser uma molécula promotora
da diferenciagdo, foi avaliada na acumulagdo de protoporfirina IX e confirmou-se a sua agao potenciadora da PDT
baseada em 5-ALA (Sato e a/ 2007; Verma et aj 2007; Anand ef 2/ 2011, 2012)

A proteina ABCG2 (do inglés, A7P-binding cassette protein G2), associada a multirresisténcia a farmacos, pode
influenciar a captagdo e retengao de fotossensibilizadores (Robey er a/ 2005; Morgan ez a 2010). O bloqueio da
sua fungao pode ser conseguido através de inibidores de tirosina cinase, como é o caso do imatinib. Foi possivel
aumentar a concentragdo intracelular de varios fotossensibilizadores (Protoporfirina IX, Photofrin®, Photochlor®,
Verteporfin® e Pheophorbide a®) por este mecanismo e, consequentemente, a eficicia terapéutica (Liu ef 2/ 2007;
Morgan ef aj 2010). Outras proteinas associadas a multiresisténcia a farmacos foram implicadas na retencao
intracelular de fotossensibilizador. E o caso da proteina MRPI, cuja inibigdo com proadifen levou ao aumento da
concentracao do fotossensibilizador hipericina nas células de carcinoma do célon HT-29 (Jendzelovsky er ] 2009).

Algumas estratégias de combinagao da PDT com outros farmacos visam minimizar possiveis mecanismos
citoprotetores e aumentar a formagdo de ROS. Esta estratégia pode ser relevante no caso de tumores de maior
dimensdo, em que as células tumorais que se encontram mais no interior do tumor recebem doses de luz inferiores
a0 ideal e, por esse motivo, a inibicdo de enzimas que participam na neutralizagao de ROS, através de inibidores
seletivos, pode melhorar o resultado. Assim, verificou-se que as enzimas responsaveis pela eliminagao de ROS, como
a heme oxigenase | (HO-I), superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa, a ferroquelatase e a NOS (do
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inglés mitric oxide synthase) constituem um importante mecanismo citoprotector que limita a agdo da PDT. A
inibicdo da proteina HO-1 apés PDT com complexo de zinco da protoporfirina IX levou ao aumento significativo
da citotoxicidade (Nowis ef a/ 2006). A inibicao da SOD, com dietilditiocarbamato de sddio, demonstrou aumentar
a fotossensibilizagdo cutanea e, com metoxiestradiol, aumentou significativamente a atividade antitumoral, tanto /z
vitro como /n vivo (Firczuk et af 2011). A inibicdo das outras enzimas referidas também potencia o efeito da
PDT (Agostinis ez a/ 2011).

Os antioxidantes podem, em determinadas circunstancias, ter um efeito pro-oxidante. Verificou-se que o ascorbato
combinado com a PDT baseada em Photofrin® aumenta a produgdo de radicais livres e diminui sobrevivéncia das
células de varios tipos de cancro. O efeito cooperativo também foi observado no caso da associagao de ascorbato
com a PDT baseada em 5-ALA. Em combinagao com benzoporfirina em células HL60, o efeito sinérgico foi explicado
pela ativagao de uma cascata iniciada pela reagdo do ascorbato com o oxigénio singleto, para formar peroxido
de hidrogénio. Esta espécie estimula a atividade da mieloperoxidase que gera espécies mais oxidantes. Assim, os
autores concluiram que esta associagao, em células que expressam niveis elevados de mieloperoxidase, resulta em
elevada fototoxicidade, devido a formagao aumentada de peroxido de hidrogénio e outras espécies citotdxicas
(Postiglione ez a/ 2011).

Apds a reagdo fotodinamica, as proteinas intracelulares podem ser alvo de uma série de modificagdes que
resultam em perda de estrutura tercidria e da agregacdo, nomeadamente, fragmentagdo, cross-finking ou
carbonilagdo. As proteinas oxidadas pela PDT tornam-se substratos de chaperonas moleculares, como o caso das
proteinas de choque térmico (HSP, do inglés Aeat shock proteins), que ajudam no enrolamento e impedem a
agregacao das primeiras. O efeito fotodinamico provoca o aumento da expressao de varias HSP. A inibigao da
fungao da HSP-90 com um andlogo potenciou o efeito citotoxico /7 vitro e in vivo (Firczuk et aj 2011). No caso
das proteinas carboniladas, uma vez que a principal via de eliminagdo é a do proteassoma, a combinagdo de
inibidores desta via com a PDT pode resultar em efeito terapéutico superior. A combinagao com os inibidores
bortezomib ou PS| (do inglés, proteasome inhibitor ) levou a um retardamento significativo do crescimento
tumoral, com 60 a 100% de respostas completas (Szokalska es 2/ 2009). A combinagdo de PDT com farmacos de
baixa toxicidade (como a aspirina) resultou numa inibigao prolongada da atividade do proteassoma e apoptose
mesmo em células tumorais resistentes a este tipo de morte celular (Chiaviello es ] 2010). No caso da PDT
direcionada para a vasculatura, a combinagao com o inibidor bortezomib levou a maior acumulagao de proteinas
ubiquitinadas e apoptose das células endoteliais, ou seja, melhor resultado terapéutico (Li e ] 2013). Uma vez
que tanto a PDT e como os inibidores do proteassoma sdo terapéuticas aprovadas, esta combinagao é de
importancia clinica significativa e aguarda novos estudos (Firczuk er a/ 2011).

Uma das principais desvantagens da PDT pode ser a estimulagdo da angiogénese como resultado da geragao
de hipoxia e indugdo de fatores como a COX-2 (ciclooxigenase-2) e VEGF. Por esse motivo, a combinagdo com o
tratamento antiangiogénico é uma outra abordagem que pode ser promissora (Pizova ef aj 2012). O bevacizumab,
em combinagdo com a PDT com base em hipericina, melhorou a resposta de xenotransplantes de bexiga em
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ratinho. Verificou-se neste caso reducao da expressao de VEGF e de outras proteinas angiogénicas (angiogenina,
bFGF, EGF, IL-6 e IL-8) (Postiglione er a/ 2011). A combinagao da PDT com anticorpos monoclonais contra o
VEGF reduziu o volume do tumor e aumentou a sobrevivéncia dos animais (Firczuk er 2/ 2011). No caso da
inibicdo do recetor do VEGF com anticorpos monoclonais contra o VEGFR-1 e VEGFR-2 verificou-se redugao do
crescimento do glioblastoma e sobrevivéncia prolongada dos ratinhos. No caso da combinagao com o TNP-470, um
farmaco antiangiogénico, verificou-se a inibicao da indugdo de VEGF e a diminuico do volume tumoral de forma
mais pronunciada (Verma ef a/ 2007).

Como referido, a PDT pode induzir a expressao de COX-2, que tem como resultado, a diminui¢do da eficacia
da terapéutica, pelo que a sua inibicao, pode constituir uma importante estratégia terapéutica. A administragao
de inibidores da COX-2 apés a reacao fotodindmica levou a resposta tumoral completa. A associagdo de nimesulida
a PDT, baseada em 5-ALA, em linhas celulares de carcinoma oral escamoso levou a inibigao do crescimento tumoral
e melhor resultado teraputico (Postiglione es a 2011). Varios trabalhos demonstraram interagdes antitumorais
sinérgicas entre a PDT e inibidores da COX-2 (Firczuk e a/ 2011).

Ferrario ef al realizaram varios trabalhos com o objetivo de melhorar o resultado da PDT. Relativamente a
combinagao com inibidores da COX-2, verificou-se o aumento da fotossensibilizagao /n vitro e melhor resposta /n
vivo pela diminuicdo de fatores angiogénicos e moléculas inflamatorias (Ferrario er aj 2005). Estes autores
concluiram também que o fargeting de proteinas susbtrato da Hsp-90, como a survivina, pode contribuir para
melhorar a eficacia da PDT (Ferrario ef a/ 2007). Noutro trabalho, concluiram que a HSP-90 estd envolvida na
modulagdo da resposta a PDT e que a combinagdo com um inibidor desta proteina contribui para uma melhor
resposta a longo prazo (Ferrario & Gomer, 2010). Mais recentemente, concluiram que a combinagdo com
epigalocatequina galato, um polifenol constituinte do cha verde, contribuiu para o aumento da apoptose e
diminuicao da expressao de moléculas pro-sobrevivéncia e pré-angiogénese no microambiente tumoral (Ferrario ef
al 2011).

A agdo da PDT a nivel do sistema imunitario proporcionou que muitas abordagens biomodulatorias estao
relacionadas com a utilizagio de mediadores da inflamagio e da imunidade. No caso do Photofrin®, varias
combinagoes foram testadas. A combinagdo com fatores estimuladores de granuldcitos potenciou o resultado
teraputico através de maior reducdo do crescimento tumoral e de aumento da sobrevivéncia dos ratinhos. A
combinagdo com a citocina recombinante humana TNF-ou teve um efeito aditivo porém com toxicidade sistémica
significativa e, por esse motivo, a utilizagdo de agentes que estimulam a sua sintese, como o acido 5,6-
dimetilxantenona acético também foi testada. Os ativadores do complemento, nomeadamente, o zimosano, a
estreptoquinase e a uroquinase, melhoraram o resultado terapéutico mas com efeitos secundarios severos. A
combinagdo com [-glicanos levou ao desenvolvimento de uma drea necrética maior (Pizova ef a] 2012). A
vy -inulina, um ativador do complemento, e o IFN-~y (do inglés, /nterferon /), uma citocina que estimula a
atividade fagocitaria dos macréfagos e das células dendriticas, e aumenta a capacidade de processamento e de
apresentacao de antigénios, foram considerados promissores. Com esta combinagdo verificou-se diminuicao da
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recorréncia do tumor e taxas de cura mais elevadas (Pizova ef 2/ 2012). A combinagdo da PDT com a transferéncia
de células dendriticas imaturas em ratinho é superior a qualquer uma das terapéuticas sozinhas e pode ter efeito
também a nivel do controlo da doenca disseminada (Pizova ef 2 2012).

Varias moléculas foram utilizadas como transportadores para fotossensibilizadores, tais como as lipoproteinas de
baixa densidade, anticorpos, nanoparticulas ou polimeros. A natureza da interagdo entre a estrutura de transporte
e o fotossensibilizador depende das suas caracteristicas fisicas e pode ser mediada por ligagdes de hidrogénio,
forcas de van der Waals, interagdes hidrofobicas, retencao fisica e emparelhamento ionico (Verma er a/ 2007). A
complexagao quimica entre o fotossensibilizador hematoporfirina e um anticorpo monoclonal, neste caso, dirigido
para o miossarcoma, revelou uma série de problemas, nomeadamente, a baixa fototoxicidade do conjugado, a
limitada penetragdo em tumores solidos pouco vascularizados e ainda problemas técnicos relacionados com a
reacao de acoplamento, uma vez que a maior parte dos fotossensibilizadores s3o hidrofébicos e lipofilicos, com
alguma tendéncia para agregar em solugdo aquosa, enquanto os anticorpos sao moléculas hidrofilicas (Pizova et
al, 2012). Foram preparados conjugados de BPD e verteporfina com o anticorpo (225 contra um dominio do
EGFR, um recetor comummente sobreexpresso em células tumorais, utilizando duas estratégias: a
polietilenoglicosilagdo do anticorpo, que aumenta a solubilidade do imunoconjugado e reduz a agregagdo, e a
utilizagao de um sistema de solventes, agua e dimetilsulfoxido (1:1), que previne a agregacao e a formagao de
interagoes nao covalentes, no entanto, os resultados terapguticos foram pouco encorajadores (Selbo & Hasan, 2010).
A conjugagdo com fragmentos de anticorpos pode ser superior em termos de velocidade de penetragao e
especificidade para o tumor, tendo sido demonstrados resultados /n vitro, 70 vezes superiores aos do
fotossensibilizador nao conjugado (Pizova er af 2012).

Os lipossomas constituem transportadores de fotossensibilizadores eficientes e seguros. Diversas formulagdes
foram exploradas para tratamento e diagndstico. Dependendo do seu caracter mais ou menos hidrofilico os
fotossensibilizadores podem ser transportados quer na bicamada lipidica quer no niicleo aquoso o que, em termos
de aplicagdo topica, resulta em melhor penetracdo e, no caso da administragao sistémica prolonga o tempo de
crculagdo. A membrana lipossomal possibilita a conjugagao com miltiplos ligandos de modo a melhorar as
propriedades farmacocinéticas, farmacologicas e eficiéncia terapéutica, assim como direcionar para alvos
sobrexpressos nos tumores. A encapsulagdo em lipossomas permite ainda controlar a libertagao seletiva do
fotossensibilizador e, assim, minimizar os efeitos secundarios de fotossensibilidade (Derycke, 2004; Jin & Iheng,
2011).

Outro sistema de transporte sao as nanoparticulas que foram utilizadas para encapsular fotossensibilizadores no
nicleo hidrofobico. A camada exterior pode ser hidrofilica, constituida por polietilenoglicol (PEG) e, pode ser
direcionada para alvos tumorais através de biomoléculas como anticorpos, aptameros ou péptidos (Verma ef a/
2007).
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CAPITULO 11l — FOTOSSENSIBILIZADORES E IMAGEM

Ao longo de todas as fases de tratamento do cancro sdo utilizadas varias técnicas de obtengdo de imagem
biomédica. A imagem constitui uma parte essencial dos protocolos de tratamento da doenca oncoldgica e pode
fornecer informagao morfolégica, estrutural, metabdlica e funcional (Fass, 2008). Os recentes avangos das tecnologias
de aquisicdo de imagem, o desenvolvimento de farmacos de diagnostico e a fusao de metodologias de imagem
biomédica, permitem observar eventos ao nivel celular e molecular (Pandey es a/ 2005). A imagem molecular é
também extremamente util na determinagdo do resultado terapéutico. Estes recursos podem também, do ponto de
vista da investigacao biomédica, contribuir para o desenvolvimento de novas terapéuticas, através do conhecimento
da biodistribuicao e da farmacocinética de medicamentos.

0 desenvolvimento de compostos que permitam a obtenao de imagem e que tenham propriedades terapéuticas
tem sido bastante investigado pela comunidade cientifica (Ethirajan e a/ 2011). A terandstica é um conceito
recente que define a combinagdo de uma modalidade terapéutica e de uma modalidade de diagndstico com a
obtencdo de imagem. Assim, é utilizado apenas um complexo numa dada concentragdo que funciona
simultaneamente como tragador para obtencao de imagem e como terapéutica (Kelkar & Reineke, 2011).

0 uso de porfirinas, clorinas e bacterioclorinas como fotossensibilizadores para PDT, apresentam vantagens
dnicas devido a capacidade de serem retidas no tecido tumoral, capacidade de produzir oxigénio singleto apds
exposicao a radiagao de comprimento de onda adequado e caracteristicas de fluorescéncia que podem ser utilizadas
para a sua detecao. Assim, a acumulagao seletiva destes compostos no tecido tumoral, constitui uma vantagem
que pode ser utilizada para obtencao de imagem, de modo minimamente invasivo (Ethirajan e ] 2011). Logo,
os fotossensibilizadores, pelas suas propriedades espectrais e seletividade para as células tumorais, podem ser
utilizados como sondas em imagem otica (Ethirajan es a/ 2011). Fotossensibilizadores baseados na porfirina
mostraram ser capazes de detetar lesdes na bexiga que ndo foram detetadas por cistoscopia convencional (Ethirajan
et a 2011). 0 Photofrin® ¢é retido seletivamente nos tecidos tumorais em relagdo a maior parte das células
normais, exceto no figado, bago e rim. No caso do Photofrin®, para detegdo por imagem de metstases por
imagiologia de fluorescéncia, sao necessrias concentragdes 80 a 90% inferiores as concentragdes terapguticas
(Ethirajan ef a/ 2011). No entanto, a maior parte destes compostos, com afinidade para o tecido tumoral,
apresenta uma diferenca pequena entre as bandas de absorcao e de emissao perto do infra-vermelho. Esta
propriedade limita a utilizagdo destas moléculas para estudos de imagiologia de fluorescéncia, uma vez que a
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penetracdo da luz nos tecidos € eficiente apenas entre os 700 e 900 nm, zona do espetro em que a luz penetra
varios centimetros no tecido, e sao necessarios compostos com o minimo de autofluorescéncia nesta regido espectral
(Ethirajan ez a/ 2011). Assim, tém sido realizados esforcos no sentido de obter agentes de imagem especificos do
tumor através da preparagdo de conjugados, quer para imagem de fluorescéncia, quer para as outras metodologias
disponiveis.

As imagens dticas, nomeadamente, imagiologia de fluorescéncia e de bioluminescéncia, tornaram-se importantes
ferramentas na investigagao biomédica. Estas técnicas permitem visualizar processos fisiologicos e patofisiologicos
a nivel celular e molecular com elevada especificidade, em varios modelos animais. Esta tecnologia é de facil
utilizagao e é reconhecida pela sua sensibilidade. No entanto, devido as caracteristicas de absor¢do e de dispersao
da luz nos tecidos, a sua resoluao espacial é baixa e permite apenas a visualizagao a uma profundidade de
alguns centimetros no tecido. Assim, esta tecnologia pode ter utilidade apenas para obter imagem em pequenos
animais e, eventualmente na dinica, em situagdes particulares ou no decorrer de uma cirurgia. Atualmente, estao
cinicamente aprovados dois compostos para imagem de fluorescéncia, a indocianina verde (ICG, do inglés
indocyanine green) e o 5-ALA (Miller es a/ 2013).

0 desenvolvimento de sondas moleculares de emissao perto do infra-vermelho com elevada especificidade,
seletividade e estabilidade é desejavel para a obtencdo de imagem (Pandey er a/ 2005). Uma possibilidade para
a obtengdo de seletividade em oncologia é o recurso a alvos sobrexpressos nas células tumorais e explora-los
como alvos terapéuticos. No entanto, a conjugacao de um emissor de fluorescéncia com moléculas para as quais
as células tumorais s3o avidas, como anticorpos, dendrimeros ou nanoparticulas, muitas vezes apresentam problemas
como, baixo rendimento na conjugacao, proporcao desconhecida de emissor de fluorescéncia ligado, processo de
quenching da fluorescéncia, agregacdo dos conjugados, desestabilizagdo no meio bioldgico, baixas taxas de difusao
para o tumor, rapida captagao ou eliminagao pelo figado e eventuais reagdes imunogénicas (Pandey er a/ 2005).

A ressondncia magnética nuclear depende da utilizagdo de agentes de contraste para distinguir os tecidos
normais dos tecidos tumorais. A seletividade para o tumor dos agentes de contraste disponiveis, depende de
perturbagdes na permeabilidade vascular dos neovasos associados aos pequenos focos de células tumorais
metastaticas, em particular nos ganglios linfaticos pouco aumentados ou normais (Ethirajan ef a/ 2011). Porfirinas
associadas a atomos paramagnéticos foram avaliadas como agentes de imagem. A gadoporfirina-2, um meio de
contraste com base em gadolinio, é captada preferencialmente pelos tecidos em necrose, pelo que poderia ser dtil
para a obtencdo de imagem tumoral. No entanto, seria de particular importancia obter um agente direcionado
para as células tumorais metabolicamente ativas. Pandey e colaboradores desenvolveram uma série de trabalhos
no sentido de obter um agente bifuncional para PDT e imagem por ressonancia magnética nuclear. 0 composto
HPPH (do inglés, 3-(/0-hexyloxyethyl)-3-devinylpyrophegphorbide-a) esta atualmente em ensaios clinicos de fase I
e provoca baixa fotossensibilidade cutdnea (Ethirajan e af 2011). As nanoparticulas de poliacrilamida também
foram utilizadas para transportar um agente de contraste juntamente com o fotossensibilizador Photofrin®, em
que o direcionamento foi assegurado pelo péptido RGD. A encapsulagao do fotossensibilizador tem vantagens,
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nomeadamente a redugdo da fotossensibilidade cutdnea e do tempo que medeia entre a administragdo e a
irradiagdo, que pode passar de 24 para | hora. Este sistema foi avaliado em modelo animal de gliossarcoma e
teve efeito terapéutico promissor (Kelkar & Reineke, 2011).

A medicina nuclear fornece informagao funcional dos tecidos, de forma nao invasiva, através da marcagao de
tracadores de determinadas vias metabdlicas com isétopos radioativos. Os compostos marcados com radionuclideos
emissores de particulas beta (3") tém sido usados principalmente para estudos /7 witro, e os emissores de radiagao
gama ou de positrdes sao apropriados para imagens /n vivo, com recurso a tomografia por emissao de fotdo Unico
(SPECT, do inglés single photon emission computed tomography) ou tomografia por emissao de positrdes (PET, do
inglés positron emission tomagraphy) (Ali & Lier, 2010).

As porfirinas e seus derivados foram estudados no sentido de as complexar com radionuclideos, quer para
verificar o seu potencial como agentes de imagem, quer para conhecer a sua biodistribui¢ao, identificar os orgaos-
alvo, estudar a sua farmacocinética e as vias de excrecao, e otimizar os protocolos de tratamento (Ali & Lier,
2010; Kadish ez a/ 2010).

Através da marcagdo dos compostos com carbono-14, Obwegeser e colegas compararam a biodistribuicao do
Foscan® com o 5-ALA num modelo animal de glioma e concluiram que para este caso especifico os
fotossensibilizadores apresentam biodistribuicao distinta, sendo o primeiro adequado para tratamento e o segundo
para diagndstico (Obwegeser e a/ 1998), uma vez que em PDT é assumido que os tempos de irradiagao do
tumor correspondem ao momento de maior concentragdo de fotossensibilizador nas células tumorais. Cramers e
colaboradores estudaram a influéncia da concentragdo de fotossensibilizador no tumor, tecidos circundantes e
plasma na resposta a terapéutica. Para isso, recorreram a um modelo animal de mesotelioma a que administraram
o fotossensibilizador Foscan® marcado com carbono-14. Curiosamente, os autores ndo encontraram uma correlagao
significativa entre o resultado terapéutico e a concentragdo no tumor, no entanto, verificaram uma correlagao
significativa com a concentragdo plasmatica (Cramers ef a/ 2003). Também através da marcagao com carbono-14,
Blant e colaboradores concluiram que os locais de acumulagio do Foscan® até s 24h, sdo o figado, os rins, o
endotélio e a neoplasia (Blant er a/ 2002).

Com o objetivo de desenvolver agentes bifuncionais para PDT e medicina nuclear, Pandey e colaboradores
conjugaram o fotossensibilizador HPPH a um ligando aminoetanotiol. A biodistribuicdo do complexo marcado com
tecnécio-99 metastavel (¥"Tc) mostrou elevada concentragio do tracador no tumor, todavia, o curto tempo de
meia-vida do radioisdtopo ndo permitiu obter imagens satisfatorias, uma vez que a acumulagdo maxima do
complexo no tecido tumoral serd as 24h (Pandey er a/ 2005; Ethirajan es a/ 2011). Contudo, a utilizagao de
um isotopo de tempo de vida mais longo poderd permitir conhecer melhor a biodistribuicdo em tempos mais
tardios. Estudos com o mesmo composto marcado com iodo (") foram promissores 7z vitro e in vivo, com 100%
de resposta completa em ratinhos tratados com 1,5 pM/Kg e 128 J/cm? 24h apés a injecdo, e foi possivel obter
imagens PET e de fluorescéncia (Pandey e a/ 2005).
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Ao longo dos ultimos anos, realizaram-se alguns estudos em que os fotossensibilizadores foram marcados com
PTe. 0 T ¢, possivelmente, o radioisotopo mais utilizado em medicina nuclear, devido as suas caracteristicas
favoraveis, nomeadamente, disponibilidade, preco, tempo de meia-vida de 6 horas e energia de 140 KeV, ideais
para a aquisigdo de imagens através da camara gama (Saha, 1998; Kadish es 2/ 2010). Varios estudos em que
fotossensibilizadores de base tetrapirrolica foram marcados com *™Tc demonstraram a retengdo no tumor (Wong
et al, 1983; Shetty er aj 1995; Chatterjee er a/ 1997). Quando o Photofrin® foi marcado com *"Tc utilizando o
cloreto estanhoso como agente redutor, foi possivel atingir uma eficiéncia de marcagdo superior a 95% e
estabilidade /7 vivo. A biodistribuicao revelou acumulagao no figado, nos pulmdes, nos rins e no bago apés 30
minutos e excrecdo urinaria (Fakhar-e-Alam ez 2/ 2010a). O fotossensibilizador Photosan também foi marcado
com "¢ com eficiéncia superior a 90% e os estudos de biodistribuigio mostraram que o complexo é captado
preferencialmente no tecido tumoral (Babbar er a/ 2000).

0 fotossensibilizador de base clorina hidrossolivel T34BCPC (de base porfirina, do inglés, 5,/4,/5,20-tetrakis(3,4-
bis(carboxymethyleneoxy)phenyljchlorin), foi marcado com *™Tc e os estudos de biodistribuicio comprovaram
acumulagao preferencial em tumores mamarios e em glioma e excre¢do pelas vias hepatobiliar e urinaria (Murugesan
et al, 2002).

0 radionudlideo rénio-188 ('**Re) também ja foi utilizado para marcar porfirinas. Este isotopo tem um tempo
de meia-vida de 17 horas. Durante o seu decaimento radioativo, emite particulas 8-, que garantem a possibilidade
de realizar radioterapia metabdlica e raios gama de 155 keV, adequados para aquisicao de imagem através de
uma camara gama (Volkert ez a/ 1991; Saha, 1998). Assim, um fotossensibilizador marcado com este radionuclideo,
além das suas propriedades terapéuticas fotodindmicas, pode ainda potencialmente ser usado como tracador e
como farmaco para radioterapia metabdlica.

Num estudo com um fotossensibilizador porfirinico (5,10,15,20-tetrakis[3,4-bis(carboximetilleneoxi)fenil]porfirina)
marcado com '®Re obteve-se uma eficiéncia de 98% e estabilidade razoavel. Os estudos em modelo animal foram
realizados em ratinhos portadores de linfoma do timo e de fibrossarcoma. A retengdo tumoral foi satisfatoria com
atividade elevada no sangue, figado e rim as 24h. Os resultados teraputicos foram promissores e mostraram que
o linfoma do timo € comparavelmente mais sensivel do que o fibrossarcoma (Sarma e a/ 2010). Outro
fotossensibilizador porfirinico, (T34CPP, meso-tetrakis[3,4- bis(carboximetileneoxi)fenil]porfirina) também foi marcado
com '®Re e a biodistribuigdo revelou baixa retencdo nos orgdos vitais, exceto no figado, e elevada razdo
tumor/musculo e tumor/sangue. Os autores concluiram que o composto é candidato a estudos de radioterapia
metabolica (Jia ez a/ 2008).

Para além da marcaggo com *"Tc e '™Re, varios derivados de porfirina foram também marcados com
gilio-68, **Ga, de modo a permitir a aquisido de imagem do tumor através de microPET e confirmar a estabilidade
dos complexos /7 witro e in vivo (Loller ef aj 2013). A biodistribuicao de fotossensibilizadores tetrafenil-porfirina
marcados com *’Ga revelou que os complexos s3o eliminados maioritariamente por via urinaria com baixa captagdo
pelo figado (Fazaeli e a/ 2011).
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No desenvolvimento de fotossensibilizadores, um sistema de avaliagdo /7 wivo da farmacocinética, assim como a
determinagdo dos orgdos alvo, é fundamental. Shi e colaboradores desenvolveram um complexo porfirina-acido
folico como agente terandstico para teraputica e para imagem otica. Posteriormente avaliaram também a
transformagdo como tragador PET por marcagdo com cobre-64 (*Cu) e verificaram que o complexo acumula nos
tumores que expressam o recetor folato com razao tumor-misculo elevada (8,88 + 3,60) apds 24h. A marcagao
com #Cu é uma estratégia interessante para transformar fotossensibilizadores em tragadores para PET, viasto que
assegura a biodistribuicao favoravel, a farmacocinética e a captagao tumoral seletiva (Shi er 2/ 2011). Mukai e
colaboradores também propuseram a radiomarcagao dos fotossensibilizadores, de base porfirina, com o cobre-64
(Mukai ef a/ 2013). Os autores, anteriormente citados, estudaram um complexo de porfirina associado a BBN, um
andlogo da bombesina que interage com recetores GRP (do inglés, gastrin release peptide). Os estudos por PET
mostraram que o complexo acumula no figado e nos rins, circula no sangue durante um longo periodo de tempo,
e distribui uma baixa concentragao no tumor (Mukai ez 2/ 2013). Os compostos MPcS(n), (fotossensibilizadores de
base ftalocianina, do inglés, sulfonated metallo phthalocyanines) marcados com *Cu s3o bons tragadores para PET.
A biodistribuicdo mostrou diferencas entre os varios derivados e apenas os compostos anfifilicos foram detetados
no tumor (Ranyuk e a/ 2011).

A marcagao de porfirinas com radionuclideos para obtengao de imagem em Medicina Nuclear, pela sua marcagao
com emissores gama ou emissores de positroes, tem sido alvo de diversos estudos. No entanto, esta area de
investigacao ainda carece de maior desenvolvimento, sendo necessaria a marcacao de diferentes porfirinas que
permitam a sua utilizagdo em ambas as vertentes diagndstica e terapéutica.
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CAPITULO IV — OBJETIVOS E CONTEXTO EXPERIMENTAL

A terapia fotodinamica é uma das opgdes terapéuticas em oncologia, com varias potencialidades e interesse
crescente, que pode encadear o diagndstico e o tratamento. O conhecimento dos seus mecanismos de acdo e a
otimizagao de estudos experimentais sao essenciais a sua aplicagdo na pratica clinica. Este trabalho teve como
objetivo principal desenvolver novos fotossensibilizadores para otimizar a aplicago da terapia fotodindmica.

Deste modo, pretendeu-se sintetizar e estudar um novo fotossensibilizador, o BBr2HPC, tendo em conta os
conhecimentos ja adquiridos neste grupo de investigagdo. A caracterizagdo sob o ponto de vista fotoquimico,
encontra-se no capitulo V. Apos este patamar, tornou-se essencial estudar o potencial terapéutico, inicialmente
através de estudos / vitro tendo como alvo diversos tipos de células tumorais. Com este objetivo foram realizados
estudos para avaliar o seu efeito, assim como as vias moleculares de atuagao que poderiam estar envolvidas. Neste
sentido, estudou-se também a captacdo e a localizagao subcelular, as vias de morte celular, as repercussdes a
nivel nuclear, bem como o stresse oxidativo a que as células em estudo ficariam sujeitas. A realizagdo destes
objetivos propostos estd patente no capitulo VI.

De modo a estudar o potencial efeito /7 vivo numa fase pré-clinica, no capitulo VIl concretizou-se o objetivo
de avaliar o efeito da terapia fotodindmica baseada no fotossensibilizador BBr2HPC na progressao tumoral de
xenotransplantes. A terapia fotodindmica é reconhecidamente um procedimento com efeitos secundarios escassos,
uma vez que a irradiagao é limitada ao local alvo de tratamento. Reforcando o intuito de aplicagao clinica foram
realizados estudos de biodistribuicdo, com o objetivo de esclarecer a possibilidade de aparecimento de efeitos
secundarios e prever eventual toxicidade.

Simultaneamente, sabendo que determinados fotossensibilizadores exibem uma elevada seletividade para as
células tumorais, a associagao com a medicina nuclear pode possibilitar a aplicagdo de um meio complementar de
diagnostico. Assim, pretendeu-se desenvolver um fotossensibilizador com potencial de marcagao com o radioisétopo
tecnécio-99 metastavel, o que se cumpriu no capitulo VIII. No capitulo IX, cumpriu-se o objetivo de otimizar o
procedimento de marcagdo radioativa do fotossensibilizador previamente sintetizado. Mais uma vez, auxiliando-nos
do contexto inerente aos estudos /7 vivo, foram feitos estudos de biodistribuicao com o intuito de prever esta
potencial utilizagdo com um método ndo invasivo, patente no capitulo X.
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CAPITULO V

CAPITULO V — ESTUDOS DE QUIMICA

Material e Métodos

Antes da sua utilizagao os solventes foram purificados recorrendo a métodos usuais. O diclorometano foi seco
sobre CaH, e destilado. O cloroformio foi neutralizado com alumina ativa neutra. O pirrol foi destilado antes de
ser utilizado. Para a cromatografia em coluna foi utilizada silica-gel 60 (0,035=0,070mm) da Fluka. 0 3-
hidroxibenzaldeido (Sigma-Aldrich) foi recristalizado em agua. 0 2-bromo-5-hidroxibenzaldeido foi preparado através
da bromagao em dacido acético, tal como descrito (Beja ez / 2000). O 9,10-dimetilantraceno (DMA; Sigma-Aldrich)
foi utilizado sem purificagao adicional.

Os espetros de ressondncia magnética nuclear protonica (RMN IH) foram obtidos recorrendo a espectrometro
Bruker Advance Il de 400 MHz. O padrao interno utilizado foi o tetrametilsilano (TMS). De acordo com a convengao
habitual apresenta-se o desvio quimico em partes por milhdo (5, ppm). A primeira letra dentro do paréntesis
representa a multiplicidade do sinal, que pode ser sob a forma de singleto (s), dupleto (d), tripleto (t) ou
multipleto (m), a seguir apresenta-se a integracao do sinal (o nimero de protdes a que corresponde) e, finalmente,
a atribuicdo do sinal. Os espetros de massa foram obtidos num espectrometro Thermo Finnigan LCQ Advantage
com ionizagdo por electrospray (ESI). Os espetros de absorcao na regido do UV-Vis foram registados num
espetrofotometro Hitachi U-2001 e num Shimadzu UV-2100. Os espetros de fluorescéncia foram obtidos num
espetrofotometro Spex Fluorolog 3.

Sintese e caracterizagdo do fotossensibilizador

A sintese de 5,15-bis(2-bromo-3-hidroxifenil)clorina, que passara a ser designada por BBr2HPC, realiza-se por
redugdo da correspondente porfirina. Para a sintese da porfirina adicionou-se 3,4 mmol de dipirrilmetano e
4,1 mmol de 2-bromo-5Shidroxibenzaldeido num baldo com 650 ml de diclorometano. Esta solugao foi agitada
durante 20 minutos a temperatura ambiente em atmosfera de azoto. Posteriormente adicionaram-se 3,5 mmol de
acido trifluoracético e deixou-se a reagir durante a noite para maximizar o rendimento de reagdo. Neutralizou-se
com trietildmina e adicionou-se 5,1 mmol de dicianodicloroquinona (DDQ). O produto de reacdo foi avaliado por
espectroscopia de visivel-ultravioleta de modo a avaliar o aparecimento da banda Soret até a obtencao de um
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valor maximo. Apds a evaporagao a porfirina foi purificada por cromatografia em gel de silica, utilizando
diclorometano e acetato de etilo (CH,Cl,/AcOEt, 60/40) como eluente. Obteve-se um solido violeta.

Num balao 90 mg da porfirina foram dissolvidos em 7 ml de piridina e colocados num banho a 10 °C. Cerca
de 360 mg de carbonato de potassio foram adicionadas ao balao. Apds dissolugao, quantidades de cerca de 50 mg
de tosil-hidrazida foram adicionadas e, a0 mesmo tempo, foi controlada por espetrometria de visivel, a reagdo até
que ocorresse a conversao completa da porfirina a bacterioclorina. Posteriormente, destilou-se a piridina sob vazio
e adicionou-se acetato de etilo a0 residuo para separar os sais. A solugdo resultante adicionou-se em pequenas
porcdes, sob agitagao, 100 mg de p-cloranil até observar a conversdo da bacterioclorina em clorina. O produto
final foi lavado com solugao de hidrogenossulfato de sddio, agua e solucao de acido cloridrico a 0,1 M). Secou-se
a fase organica sobre sulfato de sddio, evaporou-se e isolou-se o produto por cromatografia de coluna em gel de
silica, utilizando inicialmente uma fase movel de acetato de etilo/diclorometano, numa proporcao de 50/50, que
foi progressivamente substituida por metanol/diclorometano até uma propor¢ao de 10/90. A fracao verde foi
evaporada e recristalizada em diclorometano/metanol. Foram obtidos 50 a 70 mg de produto final.

A andlise por ressondncia magnética nuclear em cloroformio deuterado (CDCl;) apresentou os seguintes sinais:
9,33 (s, IH, H meso); 9,10 (d, IH, | = 4,5 Ho, Hp); 9,00 (s, IH, H meso); 8,94 (d, IH, ] = 4,2 H,, Hp); 8,79
(d, 1H, ] = 45 H, Hp); 8,66 (d, IH, ] = 4,6 H, Hp); 8,48 (d, IH, ] = 42 H, Hp); 829 (d, IH, ] = 42 H,
Hp); 7,58 - 7,53 (m, 2H, Ar); 7,42 - 7,30 (m, 4H, Ar); 7,16 - 7,07 (m, 2H, Ar); 4,69 (sl, 2H, Hp - clorina); 4,28
(sl, 2H, Hp - dlorina); - 1,94 (s, 2H, NH). A espetrometria de massa com ionizagao de electrospray do composto
apresentou um valor de [MH]™ 654,414.

Todos os estudos foto-fisicos foram realizados utilizando solugdes do fotossensibilizador BBr2HPC em metanol.
Os coeficientes de extingdo foram calculados através da lei de Beer-Lambert, com solugdes de concentragdo a
Ix10 a Ix107 M. Os espetros de fluorescéncia foram obtidos utilizando solugdes de concentragio Ix107 M.

Para a medicao do rendimento quantico de fluorescéncia foi preparada uma solugao do composto em tolueno
com uma absorvancia de 0,02 obtida por excitagdo a 417 nm. Esta solugdo foi purgada com azoto e mantida no
escuro até a0 momento da medicao. Utilizou-se o rendimento quantico fluorescéncia da 5,10, 15,20-tetrafenilporfirina
(TPP) igual a 0,10 como valor de referéncia (Pineiro e a 1998).

A quantificagdo espetrofluorimétrica foi realizada com recurso a uma curva de calibragdo com concentragdes
entre 4x10 e 6x10° M. Com os dados experimentais foi possivel realizar um ajuste linear no software Orgin 8.0
e obter a equagao da curva construida.

Rendimento quéantico de oxigénio singleto

Utilizou-se a foto-oxidagao do 9, 10-dimetilantraceno (DMA) para determinar o rendimento quantico da formagao
de oxigénio singleto dos sensibilizadores, utilizando a fotdlise no estado estacionario. Um mililitro de solugao de
DMA na concentraggo de IxI0*M, e 2 ml de solugdo sensibilizadores com absorvincia igual a 417 nm foram
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misturados numa célula de quartzo com um caminho de | cm. A amostra foi saturada em ar e mantida sob
agitacao magnética, de forma a obter irradiagao uniforme em toda a amostra. A irradiagao foi realizada com uma
[ampada de halogéneo de 50 watts, a radiagao infravermelha foi filtrada recorrendo a um filtro de agua de 5 cm
de espessura, e filtros de comprimentos de onda adequados (400 a 600 nm) foram selecionados para filtrar a
radiago visivel nao desejada. Os espetros de absorcao de DMA e da solugao de sensibilizador correspondem a
sobreposicao dos espetros dos componentes em separado. A foto-oxidagao do DMA foi acompanhada pela diminuigao
da absorvancia no comprimento de onda de 375nm em etanol. Todas as solugdes foram utilizadas imediatamente
apés a preparagao.

Os rendimentos quanticos do oxigénio singleto para os sensibilizadores foram obtidos através da relagdo entre
os declives da regiao linear do grafico semi-logaritmico para o decaimento da absorcao do DMA (InA0/A) versus
tempo, obtido por ajuste através do método dos minimos quadrados quando medidos através de solugdes do
fotossensibilizador e solugdes referéncia em condigdes semelhantes. O desvio padrao dos dados de cinética, calculado
para as diferentes amostras preparadas foi inferior a 10%.

Resultados

A estrutura quimica do fotossensibilizador BBr2HPC sintetizado esta representada na Figura 14. 0 macrociclo
terapirrolico 5,15-bis(2-bromo-3-hydroxyfenil)porfirina, percursor da sintese do fotossensibilizador BBr2HPC foi
obtido com um rendimento de reagdo de 11%. O fotossensibilizador BBr2HPC foi obtido com um rendimento de
60%.

Br Br

HO OH

Figura 14: Estrutura quimica do fotossensibilizador BBr2HPC.
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A espetrometria de massa do composto BBr2HPC (C;,Hy;Ns0,Bry) apresentou um valor de [MH]™ 654,414 para
um valor tedrico de [M]™ 654,3507. O espetro de ressondncia magnética nuclear protonica apresentou os sinais:
9,10 (d, IH, ) = 45 Ho, Hp), 8,94 (d, IH, | = 42 H, Hp), 8,79 (d, [H, ] = 45 H, Hp) correspondentes aos
seis hidrogénios dos pirréis que nao foram modificados e os sinais 4,69 (sl, 2H, Hg clorina), 4,28 (sI, 2H, Hp clorina)
correspondentes aos hidrogénios do pirrol que sofreu a redugao. Tal como foi referido, os valores correspondem
a0 desvio quimico em partes por milhdo (5, ppm), a primeira letra dentro do paréntesis representa a multiplicidade
do sinal, a seguir apresenta-se a integracao do sinal e, finalmente, a atribuicao do sinal.

Os espetros de absorcao, de emissao de fluorescéncia e de excitagao de fluorescéncia estao representados na
Figura 15. O espetro de absorcao do fotossensibilizador em metanol mostra dois tipos de transides diferentes,
entre 395 e 605 nm. Observa-se banda Soret, tipica deste tipo de compostos, correspondente a uma transicao
B(0,0) em 405 nm e as bandas Q em 502, 529, 595 e 645 nm. O coeficiente de absor¢do das bandas é de
8,3x10* Mlem!, 1,0x10* M'em, 5,9x10° M'em”, 55x10° M'em’ e 1,5x10* M'em'!, respetivamente. Para

concentragdes entre Ix107 a Ix10*M a absorvincia estd de acordo com lei de Beer-Lambert.

Absorgdo

10- — Exdtagio (A = 655nm)

Emissao de Fluorescéncia

0,8-

0,64

04

Intensidade Normalizada

0,2-

0,0 x - ; x
300 400 500 600 1700 800

A (nm)

Figura 15: Espetros de absorcdo e de emissdo de fluorescéncia do BBr2HPC. Os valores maximos de absorgao e de emissdo de
fluorescéncia foram normalizados a | utilizando o Software Origin 8. Os resultados expressam a média de trés experiéncias independentes.
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0 espetro emissao de fluorescéncia apresenta duas bandas em 649 e 715 nm. A primeira transicao apresenta
um desvio de Stokes de 4 nm, caracteristico deste tipo de macrociclos. 0 rendimento quantico de fluorescéncia
foi de 0,02. O espetro de excitagdo de fluorescéncia utilizando como comprimento de emissao 649 nm, mostra
elevada correspondéncia com o espetro de absor¢ao confirmando a origem da luz emitida.

A linearidade observada entre a emissao de fluorescéncia e a concentragdo do fotossensibilizador BBr2HPC foi
a base do desenvolvimento da metodologia da quantificagao espetrofluorimetrica do fotossensibilizador utilizadas
nos estudos /7 vitro e in vivo. Os espetros e emissao de fluorescéncia e as retas de calibragao obtidas com os
valores experimentais estao representados na Figura 16.
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Figura 16: Espetros de intensidade de fluorescéncia de uma série de solugdes de concentragdo conhecida de BBr2HPC utilizados para
construir as curvas padrao. Utilizou-se uma solugdo de fotossensibilizador em metanol de concentragao conhecida e dilui-se sucessivamente
até atingir o limite de detecdo do espetrometro de fluorescéncia utilizado. A medi¢ao da intensidade de fluorescéncia foi realizada
tendo em conta o comprimento de onda de absorcao de 405 nm e o comprimento de onda de emissao de fluorescéncia de 645 nm.
A: Curva de calibragdo obtida por ajuste linear entre a concentragdo de fotossensibilizador e a area debaixo da curva do pico dos
645 nm. B: Curva de calibragdo obtida por ajuste linear entre a concentragdo de fotossensibilizador e a altura do pico dos 645 nm.
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0 ajuste linear entre a concentragao do fotossensibilizador e a darea debaixo da curva do pico dos 645 nm
permitiu definir a seguinte curva de calibragao:

F=116x10" x + 70,95

e o ajuste linear entre a concentragao de fotossensibilizador e a altura do pico dos 645nm permitiu definir a
seguinte curva de calibragao:

F=591x10%5x+ 7,63

em que F corresponde a intensidade de fluorescéncia e x corresponde a concentragao em pg/ml.
0 rendimento quantico da formagao de oxigénio singleto, ¢, foi medido por fotdlise no estado estacionario
utilizando DMA como alvo, obtendo-se um valor de 0,88+0,08.

Discussao

0 fotossensibilizador BBr2HPC, representado na Figura 14 foi sintetizado adaptando uma metodologia
desenvolvida anteriormente (Laranjo, 2010; Serra e a/ 2010). Em primeiro lugar o macrociclo terapirrdlico
5,15-bis(2-bromo-3-hydroxyfenil)porfirina, reagente fundamental para a obtencao do fotossensibilizador, foi
sintetizado utilizando uma metodologia em dois passos, a sintese do dipirrilmetano e a sua condensagao com o
aldeido (Laranjo, 2010; Serra e a/ 2010). £ este produto que apés redugdo com diimida origina a correspondente
clorina. A clorina foi obtida utilizando como agente redutor a p-tuloenosulfonilhidrazida, reagente classico para
este tipo de reagdes que envolvem a introducao de dois hidrogénios na estrutura do macrociclo tetrapirrolico
(Whitlock ez a/ 1969).

Esta metodologia baseia-se no carater ndo aromatico das duas ligagdes duplas em anéis pirrolicos em posigdes
opostas no macrociclo tetrapirrolico, habitualmente designados como B e D. Este tipo de redugao que permite a
transformagao da porfirina em clorina e em bacterioclorina nao € seletiva. As mesmas condigdes de reagao
permitem obter a forma reduzida da clorina e a forma reduzida da bacterioclorina, pelo que é necessario o
seguimento da reagao ao longo do tempo de modo a evitar a formagao da bacterioclorina. Nos casos em que o
maximo de formagdo da clorina coincide com a formagao da bacterioclorina esta pode ser reoxidada através da
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utilizagao de oxidantes como a dicianodicloroquinona, no entanto, a obtengao deste tipo de compostos com elevado
grau de pureza é dificil pelo que é sempre possivel conter alguma quantidade de porfirina.

A caracterizagdo quimica do fotossensibilizador BBr2HPC é concordante com a obtida no caso de clorinas
mesosubstituidas (Pineiro ez a/ 2001).

Tal como caracteristico destes compostos a banda Q de maior comprimento de onda tem um coeficiente de
absor¢ao muito superior ao das outras bandas Q e ao da correspondente porfirina (627nm: 5,27x10% ver anexos
Figura 74) (Laranjo, 2010; Serra e a/ 2010). A redugao do pirrol do macrociclo tetrapirrdlico proporciona
caracteristicas fotoquimicas que estdo intimamente relacionadas com a utilizagdo deste composto como
fotossensibilizador para PDT. A banda Q de absorcdo localizada dentro da janela teraputica apresenta um desvio
para o vermelho do comprimento de onda do maximo de 18 nm em relagdo a porfirina correspondente, o que &
significativo em relagdo a penetragao da luz nos tecidos, esquematizada na Figura 8. Além disto, o coeficiente de
extingdo aumenta 10 vezes o que significa que 10 vezes mais fotdes sdo absorvidos da fonte de luz e portanto
hd melhor aproveitamento da irradiagdo. Para concentragGes entre Ix107 e IxI0* M ndo se observou nenhum
desvio & lei de Beer-Lambert, o que indica que o fotossensibilizador ndo tem tendéncia para formar agregados.

Estas caracteristicas do espetro de absorcdo, favoraveis no que concerne a utilizagao do composto como
fotossensibilizador para PDT, refletem-se no espetro de emissao. Apesar de, tal como caracteristico destes compostos,
o desvio de Stokes ser pequeno, neste caso de 4 nm, a banda de emiss3o de fluorescéncia mais intensa também
apresenta um desvio para o vermelho em relagao a porfirina correspondente, com um maximo em 654 nm. Este
valor é significativo quando temos em consideragao que pretendemos realizar determinagoes da clorina em
ambientes biologicos e que, por exemplo, os pigmentos proprios do sangue emitem antes dos 650 nm. O espetro
de excitagdo de fluorescéncia, referente a banda de emissao maxima, apresenta correspondéncia com o espetro de
absor¢do, o que confirma a origem dos fotdes de emissao e verifica a pureza do composto. O rendimento quantico
de fluorescéncia aumenta em relagdo a porfirina correspondente, no entanto, sem diminui¢do no rendimento de
formagao de ROS, em particular de oxigénio singleto. O rendimento quéntico da formagdo de oxigénio singleto é
significativamente superior em relagao a correspondente porfirina (Laranjo, 2010; Serra er a/ 2010).

Do ponto de vista fotoquimico, o composto BBr2HPC tem caracteristicas apropriadas para a utilizagdo como
fotossensibilizador em PDT e que sdo superiores as da porfirina correspondente. Pretende-se esclarecer se o mesmo
acontece /n vitro e in vivo.
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CAPITULO VI — ESTUDOS /¥ V7RO

Material e Metodos

Culturas Celulares

Apos a sintese e caraterizagdo do composto BBr2HPC pretendeu-se avaliar a sua citotoxicidade e potencial
efeito terapéutico como fotossensibilizador para terapia fotodinamica no tratamento de cancro. Assim, neste trabalho
utilizaram-se trés linhas celulares humanas de diferentes tecidos tumorais, uma de cancro colorretal, uma de cancro
do eséfago e uma de melanoma. A linha celular de adenocarcinoma colorretal designa-se por WiDr e a linha
celular de melanoma designa-se por A375. Ambas foram obtidas a American Type Culture Collection (ATCC, CCL-
218 e CRL-1619, respetivamente). A linha celular de carcinoma do eséfago designa-se por OEI9 e foi obtida a
European Collection of Cell Cultures (ECCC, JROECLI9). As linhas celulares foram descongeladas e propagadas em
cultura aderente de acordo com as recomendagdes dos fornecedores. Assim, para todos os estudos, as linhas
celulares foram mantidas a 37 °C numa atmosfera humidificada com 95 % de ar e 5 % de (0, em incubadora
HeraCell 150. Para as linhas celulares WiDr e A375 utilizou-se o meio de cultura Dulbecco’s Modified Fagle's
Medum (DMEM, Sigma D-5648) suplementado com [0 % de soro bovino fetal (Sigma F7524), 250 pM de piruvato
de sodio (Gibco 11360), e | % de antibidtico (100 U/ml de penicilina e 10 pg/ml estreptomicina; Sigma A5955).
Para a linha celular OEI9 utilizou-se o meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI,
Sigma R6504), suplementado com [0 % de soro bovino fetal, | mM de piruvato de sddio e | % de antibiotico.

Para a realizagao dos estudos /7 witro foi necessario destacar as células dos frascos e preparar suspensdes
celulares. Para isso, as culturas celulares foram incubadas com 2 ml de uma solugdo de tripsina-EDTA a 0,25 %
(Sigma T4049) durante cinco minutos a 37 °C para que ocorra a separagao celular. De seguida, para inativar a
tripsina, adicionaram-se 5 ml de meio de cultura e centrifugou-se a suspensao celular a 200 G durante 5 minutos
(Heraeus Multifuge IL-R). Apds a centrifugacdo, os peflets foram suspensos num volume conhecido de meio de
cultura. Procedeu-se a contagem de uma aliquota da suspensao celular corada com azul de tripano, em camara
de neubawer, num microscopio otico invertido (Nikon Eclipse TS 100) com ampliagdo de 100 vezes. Apés a
contagem, o volume das suspensdes celulares foi ajustado com meio de cultura, de forma a obter a concentragao
celular pretendida para cada estudo.
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Tratamento Fotodinamico

0 fotossensibilizador BBr2HPC foi solubilizado numa concentragao de | mg/ml numa mistura ternaria de agua
(H:0), polietilenoglicol 400 (PEGye) e etanol (EtOH) (50:30:20, v/v/v) sendo obtidas as concentragdes desejadas
por diluicoes sucessivas no mesmo solvente. Para todos os estudos prepararam-se diluigdes do fotosensibilizador
de concentragdo tal que permitiu administrar sempre um volume de 1% em relagao ao volume de meio de cultura
em que as culturas celulares foram incubadas.

As culturas celulares submetidas ao tratamento fotodindmico foram incubadas sempre durante 24 horas com as
concentragoes pretendidas de fotossensibilizador. Apds este periodo de tempo, realizou-se uma lavagem com tampao
de fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate Buffer Saline) constituido por 137 mM de NaCl (Sigma, $7653), 2,7 mM
de KCI (Sigma, P9333), 10 mM de NaH,PO, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO, (Sigma, P0662), com pH a 74,
que garantiu que todo o fotossensibilizador ndo internalizado pelas células fosse removido, e colocaram-se em
meio de cultura novo. Em todos os estudos as culturas foram irradiadas com um fluxo de fotdes de 7,5 mW/cm2
até atingir um total de 10 |. A irradiagdo para o tratamento fotodinamico foi realizada recorrendo a uma fonte
de luz fluorescente equipada com um filtro vermelho ( A 4 ,#<560nm). As taxas de fluéncia da luz foram medidas
com um radiometro (Gigahertz-Optic, X97).

A avaliagdo pelas metodologias descritas de seguida foi realizada 2 horas e 24 horas apés o tratamento
fotodindmico.

Estudos de citotoxicidade

Apos sintese e caracterizagdo do fotossensibilizador BBr2HPC pretendeu-se avaliar a sua citotoxicidade nas
células tumorais humanas referidas (WiDr, A375 e OE19), de modo a comprovar o seu potencial efeito terapéutico.

Atividade Metabolica

Para avaliar o efeito dos fotossensibilizadores na atividade metabdlica das células foi realizado o ensaio do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol2-il)-2,5-difeniltetrazolium). Este composto é reduzido por células metabolicamente
ativas devido a acao das enzimas desidrogenases, principalmente através da agdo do complexo Il da cadeia
respiratdria mitocondrial, a succinato desidrogenase ou succinato-coenzima Q redutase. As desidrogenases tém a
capacidade de clivar os anéis de tetrazolio do MTT e formar cristais de formazano de cor azul escura que podem
ser posteriormente solubilizados e quantificados por meios espetrofotométricos. Assim, este método constitui uma
forma indireta de avaliar a funcao mitocondrial da célula (Lodish e a 2008) e a quantidade de cristais de
formazano obtidos é diretamente proporcional a atividade metabolica da célula.

Para a realizagdo deste estudo foram preparadas suspensdes celulares das células WiDr, OEI9 e A375. A
concentragdo celular de cada suspensdo foi ajustada a 8x10° células/ml com meio de cultura respetivo de cada
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linha celular. As suspensdes foram distribuidas por placas de 48 pogos, contendo cada pogo um volume final de
600 pL. Estas placas foram incubadas durante a noite de forma a permitir a adesdo das células as mesmas.

0 sensibilizador BBr2HPC foi administrado em concentragdes variaveis entre | pM e [0 pM. Em todos os
ensaios foram realizados dois controlos: culturas celulares nao tratadas e culturas celulares sujeitas ao veiculo de
administragao do sensibilizador, neste caso a solugao H,0/PEGy/EtOH (50/30/20, v/v/v). A andlise da atividade
metabolica foi realizada as 2 e as 24 horas apés o tratamento fotodinamico.

Para a avaliagdo da atividade metabdlica o meio das culturas celulares foi aspirado e procedeu-se a uma
lavagem com PBS, de cada pogo. Posteriormente, em cada pogo, colocaram-se 100 pL de uma solugao de MTT
(0,5 mg/ml; Sigma M2128) em PBS, com pH de 7,4, e incubou-se no escuro a 37 °C durante 4 horas. De forma
a solubilizar os cristais de formazano obtidos, acrescentou-se a cada poco 100 plL de uma solugao 0,04 M de
acido cloridrico em isopropanol e deixaram-se as placas em agitagdo durante 30 minutos. O conteido de cada
poco foi, posteriormente, homogeneizado e transferido para uma placa de 96 pogos (Sarstedt 83.1835), e a
absorvancia foi quantificada a 570 nm com um filtro de referéncia de 620 nm, usando o espetrofotometro Biotek®
Synergy HT.

Uma vez que na terapia fotodindmica a seletividade estd na dependéncia da irradiagdo, para avaliar a toxicidade
do sensibilizador sintetizado, realizou-se a avaliagdo da atividade metabélica numa linha celular humana nao
tumoral previamente exposta ao sensibilizador. A linha celular escolhida foi de fibroblastos designada por HFFI,
também adquirida a ATCC. Esta linha celular foi recebida, descongelada e cultivada em cultura aderente de acordo
com as recomendagdes do fornecedor. A linha celular foi mantida a 37 °C numa atmosfera humidificada com
95 % de ar e 5 % de CO, em incubadora HeraCell [50. Utilizou-se meio de cultura DMEM suplementado com
I5 % de soro bovino fetal, 250 pM de piruvato de sddio e | % de antibidtico.

Para a realizagdo dos estudos de citotoxicidade, as células foram incubadas em placas de 48 pogos com o
fotossensibilizador de acordo com o mesmo procedimento ja descrito e o ensaio do MTT foi realizado de acordo
com a metodologia referida anteriormente.

A atividade metabdlica foi expressa como percentagem da atividade metabdlica das culturas submetidas ao
tratamento fotodindmico em relagdo a atividade metabdlica das culturas tratadas apenas com o veiculo de
administragao do sensibilizador. Este procedimento permitiu estabelecer curvas de dose-resposta e determinar a
concentragdo dos sensibilizadores que inibe a atividade metabolica das culturas em 50 % (ICso, do inglés Aalf
maximal inhibitory concentration). Os resultados obtidos foram analisados, processados no programa OriginPro 8.0
e ajustados a uma curva sigmoide de acordo com a equagdo:

~ 100
- 14+ e(log xo—log C)xp

AM
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onde A/ representa a atividade metabdlica, (' a concentragdo, p o declive da regido central da sigmoide e xg o
Cso. Foram obtidos os intervalos de confianga a 95 % para o IG5 a partir dos pardmetros obtidos pelo ajuste
da curva (log x) e respetivo erro padrao).

Viabilidade Celular

0 ensaio da sulforrodamina B (SRB) permite avaliar a viabilidade celular por correlagao com o conteiido proteico
total. A sulforrodamina B é um corante arroxeado, aniénico e com afinidade para os aminodcidos, aos quais se
liga de forma electroestatica e dependente do pH. Sob condicdes acidicas liga-se aos aminoacidos das proteinas
celulares e, sob condigdes alcalinas, pode ser extraido. Apés fixagdo, solubilizagdo e medigao por métodos
espetrofotométricos, os resultados obtidos correlacionam-se com o nimero de células através do conteido proteico
total (Papazisis ez aj 1997; Voigt, 2005; Vichai & Kirtikara, 2006).

Para a realizagio deste estudo prepararam-se suspensoes celulares com 10° células/ml das linhas celulares
WIDR, A375 e OEI9, que se distribuiram por placas de 24 pogos e que se incubaram durante a noite de forma
a permitir a adesao das células ao substrato. O sensibilizador BBr2HPC foi administrado nas concentragdes de
5 nM, 50 nM, 200 nM e 500 nM. Em cada estudo realizaram-se dois controlos, um com células nao tratadas e
outro com o veiculo de administragdo do sensibilizador. O tratamento fotodindmico foi realizado como descrito
anteriormente, e o ensaio do SRB foi realizado 2 e 24 horas apds irradiagao.

Para a realizagdo do ensaio do SRB, descartou-se o meio de cultura, efetuou-se uma lavagem com PBS e
deixou-se secar. Adicionaram-se 200 pL de acido acético | % em metanol e incubou-se durante | hora a
temperatura de 4 °C. Apds este periodo retirou-se o metanol e deixou-se secar a temperatura ambiente.
Adicionaram-se 200 pL de uma solugao de 0,4 % de sulforrodamina B (Sigma $9012) em | % de acido acético
e incubou-se durante | hora ao abrigo da luz. Apds este periodo de tempo, lavou-se a placa de modo a remover
o excesso de SRB e, apds secagem da placa adicionaram-se 200 pL de TRIS-NaOH (pH=10). A leitura da
absorvancia foi feita com o comprimento de onda de 540 nm, com um filtro de referéncia de 690 nm, num
espetrofotometro Biotek® Synergy HT. Os resultados s3o expressos como percentagem do conteido proteico das
culturas submetidas ao tratamento fotodinamico em relagdo ao conteido proteico das culturas tratadas apenas
com o veiculo de administragao do sensibilizador.

Captagdo e localizagdo subcelular

De forma a caraterizar a agdo intracelular do fotossensibilizador BBr2HPC realizaram-se estudos de captagdo e
de localizagdo subcelular do composto. Tendo em conta as suas propriedades fotoquimicas, cuja caraterizagao foi
anteriormente descrita, foi possivel avaliar a concentragao de composto através da quantificagao da emissao de
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fluorescéncia. Para a realizagao destes e dos estudos subsequentes optou-se por utilizar apenas as linhas celulares
de carcinoma colorretal WiDr e de carcinoma do esofago OEI9.

Estudos de captagdo

Com o propdsito de conhecer a concentragao de fotossensibilizador que é efetivamente internalizada pelas
células, realizaram-se estudos de captagao. Para tal, as culturas celulares foram incubadas durante 24 horas com
uma concentragao conhecida de fotossensibilizador e, apés este periodo, realizou-se uma lavagem com o propdsito
de remover todo o fotossensibilizador presente no exterior das células. Finalmente, as células foram lisadas, de
modo a libertar o seu conteido, com um solvente adequado @ maxima solubilizagao do fotossensibilizador, o
metanol. Para a detecdo do BBr2HPC utilizaram-se as bandas com maximo de absor¢ao com o comprimento de
onda de 405 nm e a banda de emissao de fluorescéncia com maximo a 645 nm.

A quantificagdo da concentragdo de fotossensibilizador presente em cada amostra foi calculada com base nas
curvas padrdo obtidas anteriormente e descritas no capitulo V.

Para a realizagio dos estudos de captagdo prepararam-se placas de 6 pogos com Ix10° células por pogo. As
células foram incubadas com BBr2HPC na concentragao de | pM durante I, 2, 6, 24 e 48 horas. Apds estes
periodos de incubagao, o meio de cultura foi descartado e as células foram submetidas a uma lavagem com PBS
gelado (4°C). Para completa degradagdo e rutura das células, foram adicionados 3 ml de metanol a cada pogo. 0
conteddo de cada pogo foi recolhido para tubos devidamente identificados, que foram centrifugados a 1000 G. Os
sobrenadantes foram mantidos no escuro a 4 °C até a0 momento da leitura. A intensidade de fluorescéncia dos
sobrenadantes foi medida no espetrometro de fluorescéncia PerkinElmer L$45.

Localizagdo subcelular

A localizagao subcelular de um fotossensibilizador estd altamente relacionada com o local onde ocorrem os
primeiros danos provocados pela terapia fotodinamica e, consequentemente, com o resultado terapéutico. 0
fotossensibilizador BBr2HPC per s/ pode ser observado pelas suas propriedades dticas e a colocalizagdo com
determinados organelos pode ser avaliada pela marcagao destes com sondas especificas. Neste estudo, foi possivel
avaliar a colocalizagdo do fotossensibilizador com o niicleo, o complexo mitocondrial, os lisossomas e o reticulo
endoplasmético, com recurso as sondas Hoechst 33252 (Sigma BI155), MitoTracker® Green FM (Life Technologies™
M-T514), Lysotracker® Blue DND-22 (Life Technologies™ L-7525) e ER-Tracker™ Green (Life Technologies™ E34251),
respetivamente.

Utilizaram-se placas de 12 pogos, nas quais se introduziu uma lamela previamente autoclavada em cada pogo.
Nestas placas, distribuiram-se as suspensdes celulares com IxI0° células/ml e incubaram-se durante a noite para
permitir a adesdo das células ao substrato. Posteriormente, as culturas foram incubadas com | pM de BBr2HPC
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durante 24 horas. Apos este periodo, as culturas foram submetidas a duas lavagens com PBS, de modo a remover
todo o fotossensibilizador no exterior das células, e procedeu-se a marcagao dos organelos.

As culturas celulares que foram marcadas com o corante nuclear Hoechst 33252 foram incubadas com uma
solugao de 5 pg/ml da sonda em PBS durante I5 minutos no escuro. As culturas celulares que foram marcadas
com a sonda MitoTracker® Green FM foram incubadas com uma solugdo de 200 nM da sonda em PBS durante
30 minutos, a 37°C, no escuro. As culturas celulares que foram marcadas com a sonda Lysotracker® Blue DND-
2 foram incubadas com uma solugao de 75 nM da sonda em PBS durante | hora, a 37°C, no escuro. As culturas
celulares que foram marcadas com a sonda ER-Tracker™ Green foram incubadas com uma solugo de | M da
sonda durante 30 minutos a 37 °C. Neste dltimo caso todas as lavagens e incubagdes foram realizadas em PBS
com calcio e magnésio, tendo a solugdo a seguinte composicao: 137 mM de NaCl (Sigma, §7653), 2,7 mM de KCI
(Sigma, P9333), 8,1 mM de Nah;PO; (Sigma, S5011), 1,47 mM de KH,PO, (Sigma, P0662), 0.9 mM de CaCl; (Sigma, C4901),
4,92 mM de MgCl, (Sigma, M8266), e pH a 7,4). Apos as incubagdes com as respetivas sondas as culturas celulares
foram lavadas com PBS e, uma vez que as preparagdes eram frescas, as lamelas foram montadas sobre liminas,
observadas ao microscopio e fotografadas de imediato.

Todas as observagoes e aquisicdo de imagens foram obtidas num sistema de microscopia confocal Carl Zeiss
Microlmaging LSM 710. As imagens obtidas foram posteriormente analisadas no software /mage/ (Abramoff, 2004;
Schneider ef a 2012). Todas as imagens obtidas foram analisadas com o plugin Colocalisation Test (van Steensel
et a, 1996; Fay et aj 1997) para avaliar a existéncia de colocalizagdo através do calculo do coeficiente de
correlagao de Pearson. O coeficiente de Pearson varia entre -1 e I, sendo -1 correspondente a correlagao negativa,
0 a auséncia de correlagao e | a correlagao positiva. Neste trabalho, em todas as imagens com um coeficiente
de Pearson igual ou superior a 0,8 foi determinado o valor de colocalizagao. Para isso utilizou-se o plugin
(olocalization Threshold que analisa as imagens de acordo com o método de colocalizagao de Costes (Costes ef a/
2004) e teve-se em conta os valores dos indices de colocalizagao de Manders, tMI, que representam a percentagem
de pixéis vermelhos, correspondentes ao fotossensibilizador, que se colocalizaram com os pixéis verdes ou azuis,
correspondentes as sondas utilizadas. Os resultados foram apresentados como a média e o intervalo de confianca
a 95 % da percentagem de colocalizagao do fotossensibilizador com cada organelo.

Morte celular

De modo a caraterizar as vias de morte celular implicadas no processo fotodindmico realizaram-se estudos de
citometria de fluxo e avaliou-se a expressao de proteinas relevantes por western blot.
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Vias de Morte

A viabilidade e tipos de morte celular foram avaliados por citometria de fluxo. A citometria de fluxo permite
contar, examinar e dassificar células ou outras particulas microscopicas suspensas em meio liquido. Esta técnica
permite analisar de forma rapida, varias caracteristicas fisicas e quimicas de células em suspensdo, através de um
aparelho de detecao otico-eletronico. Para avaliar a morte celular consequente da terapia fotodindmica, utilizou-
se a dupla marcagdo com a anexina V (AnV) ligada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e com o iodeto de
propideo (IP), que permitem quantificar a viabilidade celular distinguindo os diferentes tipos de morte celular, a
necrose e a apoptose. A anexina V permite identificar as células que se encontram em apoptose, pois este
fluorocromo liga-se especificamente a fosfatidilserina, um fosfolipido da bicamada lipidica que, nas células em
apoptose, se desloca do folheto interno para o folheto externo da membrana celular. De forma complementar, o
iodeto de propideo é um corante que se intercala no DNA das células, marcando os niicleos daquelas que se
encontram em apoptose tardia ou em necrose. Desta forma, € possivel distinguir quatro grupos de células: as
células vivas, que se apresentam negativas tanto para a marcagdo com a anexina V como para a marcagao com
o iodeto de propideo, as células em apoptose, que se apresentam positivas para a marcagao com a anexina V e
negativas para a marcagao com o iodeto de propideo, as células que se encontram em apoptose tardia/necrose,
que se apresentam positivas para as duas marcagdes, e as células em necrose, que se apresentam negativas para
a marcagao com a anexina \ e positivas para a marcagao com o iodeto de propideo.

Para a realizagdo destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico, com o
fotossensibilizador nas concentragdes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. A andlise foi realizada 2 e
24 horas apos o tratamento fotodinamico.

Utilizaram-se 10° células de cada condigdo, obtidas apds centrifugagio de uma suspensdo celular a 300 G
durante 5 minutos. O peflet foi incubado com 100 plL de tampao de ligagdo (constituido por 0,01 M de Hepes
[Sigma, HT523], 0,14 M de NaCl [Sigma, §7653] e 0,25 mM de CaCl, [Sigma, C4901]), 2,5 pL de An-V FITC (Immunostep
ANXVEKIT Immunotech) e | pL de IP (KIT Immunotech), durante |5 minutos a temperatura ambiente, no escuro.
Apds a incubagdo, adicionaram-se 400 pL de PBS e analisou-se no citometro FACSCalibur (BD Biosciences). Para
a anilise e quantificagdo da informagao utilizou-se um software especifico (Paint-a-Gate 3.02, Machintosh Software)
que corre em computador dedicado. Os resultados sdo apresentados sob a forma de percentagem de células vivas,
em apoptose, em apoptose tardia/necrose e em necrose.

Potencial de membrana mitocondrial

0 potencial de membrana mitocondrial foi determinado usando uma sonda fluorescente, o JC-1 (5,5,46>
tetrachloro-1, 18,3, 3-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine rodide). 0 |C-1 & um catido lipofilico que existe em duas
formas, em mondmeros (M) e em agregados (A), consoante o estado de polarizagao/despolarizagdo da membrana
mitocondrial, emitindo fluorescéncia com comprimentos de onda diferentes. Quando o potencial de membrana é

101



FOTOSSENSIBILIZADORES PARA TERAPIA E IMAGEM EM ONCOLOGIA

elevado, forma agregados que emitem fluorescéncia vermelha (590 nm). Por sua vez, a medida que o potencial
de membrana mitocondrial diminui, ou em casos em que a membrana se encontra despolarizada, o JC-1 é excluido
da mitocondria e mantém-se no citoplasma sob a forma de mondmeros, que emitem fluorescéncia verde (529 nm).
Assim, a razao entre a fluorescéncia verde e vermelha (M/A, razao mondmeros/agregados), determinada por
citometria de fluxo, fornece uma estimativa do potencial de membrana mitocondrial (St John e a/ 2006; De
Proost er a/ 2008).

Para a realizagao destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador nas concentragdes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. A andlise foi realizada 2 e
24 horas apés o tratamento. Aproximadamente 10° células foram centrifugadas com PBS durante 5 minutos a
200 G e, posteriormente, suspensas em | ml do mesmo tampao. As suspensdes celulares foram incubadas durante
I5 minutos @ temperatura de 37 °C e ao abrigo da luz com | pl de JC-I (Sigma T4069), preparado em
dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragao de 5 mg/ml e, posteriormente diluido, de modo a obter uma concentragao
final de 5 pg/ml. De seguida, a suspensao foi novamente lavada com PBS e ressuspensa em 400 pL do mesmo
tampao. A detecao foi efetuada no citometro FACSCalibur (BD Biosciences) com o comprimento de onda de
excitagdo de 488 nm. Os resultados obtidos correspondem a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) para os
agregados e para os mondmeros, tendo-se calculado posteriormente a razao M/A para cada condicao experimental.

Expressao de proteinas

0 western blot permite detetar proteinas especificas numa determinada amostra de homogeneizado de tecido
ou num extrato celular. As proteinas de uma amostra sao inicialmente separadas por eletroforese em gel, separacao
feita com base no ponto isoelétrico das proteinas, peso molecular, carga elétrica ou uma combinagao destas
caracteristicas. 0 tipo mais frequente de eletroforese recorre a separagao das proteinas, tendo em conta o tamanho
do polipeptideo quando desnaturado. Para isto sao utilizados géis de poliacrilamida e solugdes desnaturantes com
dodecil sulfato de sodio (SDS, do inglés sodium dodecy/ sulfate). Esta substancia & um detergente capaz de conferir
carga negativa as proteinas, 0 que permite a sua separagao mediante o seu peso molecular através do elétrodo
positivo do gel de poliacrilamida. Quando se aplica uma diferenca de potencial no gel, as proteinas migram ao
longo deste com diferentes velocidades. As proteinas de menores dimensdes migram mais rapido através do gel,
pelo que se vao localizar no fundo do gel, enquanto as proteinas de maiores dimensdes migram mais lentamente
pelo que se vao localizar no topo do gel. Apés a migragao das proteinas, faz-se a sua transferéncia para uma
membrana de nitrocelulose ou difluoreto de polivinilideno (PVDF), onde s3o analisadas e detetadas, com recurso a
anticorpos especificos para a proteina alvo. Durante esta etapa, € introduzido na amostra um anticorpo primario,
com o objetivo de marcar as proteinas com antigénios. Uma vez marcadas as proteinas, estas podem ser facilmente
identificadas com recurso a um anticorpo secundario, que se vai ligar especificamente ao anticorpo primario. 0
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western blot raramente apresenta falsos positivos. Esta técnica foi utilizada para determinar a alteragao da
expressao das proteinas P53, Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 e Lamina BI.

Para a realizagao destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador BBr2HPC nas concentragdes de 5 nM, de 50 nM e de 200 nM. A anlise foi realizada 24 horas
apds o tratamento.

Para a preparagao dos extratos de proteina total foi descartado o meio de cultura e foram feitas 3 lavagens
com PBS. Em seguida, adicionou-se uma solucao de RIPA (tampao de radioimunoprecipitagao) suplementada com
um cocktail de inibidores de protéases (cOmplete Mini, Roche) e | mM de DTT (do inglés, dithiothreitol. Com a
ajuda de um raspador soltaram-se as células da superficie do frasco e colocou-se o conteido num microtubo. Apds
agitacao no vortex, as amostras foram submetidas a sonicagdo com uma amplitude de 35 % (Sonicador VibraCell,
modelo VC50 Sonic and Materials inc. USA). As amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 14000 G e os
sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos, devidamente identificados, que foram guardados a -
80 °C.

Para a determinagdo da quantidade da proteina usou-se o método de BCA (Bicinchochonic acid, BCA™ protein
assay kit, Pierce). Posteriormente as amostras foram desnaturadas a 95 °C durante 5 minutos, apds solubilizagao
em solugdo desnaturante constituida por Tris na concentragao de 100 mM, glicina na concentragao de 100 mM,
SDS a 4 %, ureia na concentragao de 8 mM e azul de bromofenol a 0,01 %.

Para a realizagao da eletroforese polimerizaram-se géis de acrilamida que foram colocados na tina de corrida
com tampao apropriado (Bio-Rad 161-0772) e procedeu-se a disposicao das amostras e do padrdo de pesos
moleculares (Precision PlusStandards, Dual Color, Bio-Rad). Depois de terminada a eletroforese, onde se usou um
potencial constante de 150 V, os géis foram colocados em contato direto com membranas de PVDF (membrana
de fluoreto de polivinilideno, Millipore) previamente ativadas em metanol. O sistema de transferéncia foi preparado
e a reagao ocorreu a um potencial de 100 V e tempo variavel de acordo com a proteina de interesse, em tampao
CAPS na concentragao de 100 mM, com pH de || (N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid, Sigma). Terminada
a transferéncia, as membranas foram imediatamente bloqueadas com solucao de TBST-BSA a 4 % (Tris-Buffered
Saline Tween-20), a temperatura ambiente. Cerca de | hora depois, incubaram-se as membranas durante a noite
com os anticorpos primarios a 4 °C e sob agitagdo constante.

Para a detecdo da P53 utilizou-se o anticorpo monoclonal anti-P53 (DO7) preparado em ratinho (sc-47698,
Santa Cruz Biotechnology, Inc.), que detetou uma banda a cerca de 53 kDa. Para a detecao da Caspase 3 utilizou-
se o anticorpo policlonal anti-Caspase 3 (H277) preparado em coelho (sc-7148, Santa Cruz Biotechnology, Inc.),
que detetou uma banda a cerca de 32 kDa, correspondente a procaspase 3, e uma banda a cerca de |7 kDa,
que corresponde a uma subunidade da caspase 3. Para a detecdo da Caspase 8 utilizou-se o anticorpo monoclonal
anti-Caspase 8 (5F7) preparado em ratinho (IM3148, Immunotech), que detetou uma banda a cerca de 55 kDa.
Para a detecdo da Caspase 9 utilizou-se o anticorpo policlonal anti-Caspase 9 (HI70) preparado em coelho (sc-
8355, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), que detetou uma banda a cerca de 46 kDa, que corresponde a procaspase 9,
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e uma banda a cerca de 35 kDa que corresponde a caspase 9 ativada. Para a detecdo da Lamina Bl utilizou-se
o anticorpo policlonal anti-Limina BI H90 preparado em coelho (sc-20682, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), que
detetou uma banda a cerca de 67 kDa.

No dia seguinte efetuaram-se lavagens com TBS-T a | %, e incubaram-se as membranas com o anticorpo
secundario apropriado, sob agitacao constante e a temperatura ambiente durante cerca de | hora. Utilizaram-se
0s anticorpos secundarios apropriados para cada anticorpo primario (anti-mouse: RPN5781 GE Healthcare; anti-
rabbit: sc-2007 Santa Cruz Biotechbology, Inc.). As lavagens foram repetidas e as membranas foram depois
incubadas com substrato enzimatico (ECF Western Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, Reino Unido)
durante aproximadamente 5 minutos e reveladas por leitor de fluorescéncia (Typhoon FLA 9000, Suécia).

Alteragdes no nicleo celular

De modo a caracterizar o efeito do tratamento fotodindmico ndo so no DNA mas igualmente no nicleo celular,
realizaram-se estudos de citometria de fluxo para caraterizar as fases do ciclo celular, realizou-se o ensaio cometa
e determinou-se a expressao da proteina estrutural nuclear Lamina BI por western blot (procedimento descrito
acima).

Ciclo celular

De forma a determinar possiveis alteragdes do ciclo celular foi utilizado iodeto de propideo (IP), corante
comummente utilizado para analise de DNA e do ciclo celular por citometria de fluxo. Uma vez que este corante
tem a capacidade de se ligar ao DNA, intercalando-se na dupla cadeia da macromolécula, a quantidade de corante
ligado é proporcional @ quantidade de DNA. Assim, é possivel a quantificagdo do conteido de DNA, o que nos
permite conhecer a distribuicao de uma populagdo de células ao longo das diferentes fases do ciclo celular. As
células podem ser dassificadas como células em fase G2 e M, GO, Gl e § (Douglas er ] 1995; Kalejta e |
1997).

Para a realizagdo destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador nas concentragdes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. A andlise foi realizada 2 e
24 horas apos o tratamento.

A avaliagao foi feita através de PU/RNase solution (Immunostep PI/RNase). Para este ensaio as células foram
centrifugadas a 200 G durante 5 minutos, e descartou-se o sobrenadante. Adicionaram-se 200 pl de etanol a
70 % com o tubo em agitagdo no vortex e incubaram-se os tubos durante 30 minutos a 4°°C. Lavaram-se as
células com 2 ml de PBS e centrifugaram-se a 200 G durante 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e
adicionaram-se 500 pl de P//RNase solution e incubaram-se durante 15 minutos no escuro a 37 °C. A detegdo
foi feita no citémetro FACSCalibur (BD Biosciences) e utilizou-se o comprimento de onda de excitagao de 488 nm.
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Os resultados sao apresentados sob a forma percentagem de células na fase Gl ou GO, na fase § ou nas fases
G2 e M.

Ensaio de cometas

A eletroforese em microgel de agarose, também conhecida como o ensaio de cometa, é uma técnica simples e
sensivel para a detecdo de danos no DNA ao nivel da célula eucariota. E reconhecida como uma técnica padrio
nao s6 para a avaliagao de danos a nivel do DNA, mas também para a reparagao e a genotoxicidade de compostos.
Consiste no isolamento de células numa suspensao de agarose e eletroforese de DNA obtendo-se, apds coloragao,
células com aspeto de cometa, em que a cabeca corresponde a localizagdo do nicleo e a cauda corresponde a
migracio de DNA, a qual é proporcional a extensdo dos danos. Esta técnica foi primeiramente descrita por Ostling
& Johanson (Ostling & Johanson, 1984), e era realizada em condicdes de pH neutro o que permitia apenas verificar
danos de DNA a nivel de cadeias da dupla hélice. Mais tarde, uma modificagdo permitiu obter também a informagao
acerca de danos numa unica cadeia da dupla hélice do DNA, nomeadamente, a realizagdo do procedimento em
condigoes alcalinas (Tice ef 2/ 2000; Olive & Banath, 2006).

Para a realizagao destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador nas concentragdes de 5 nM, de 50 nM e de 200 nM. A andlise foi realizada 24 horas apés o
tratamento.

Com este propdsito, revestiram-se previamente laminas de vidro (Star Frost, Alemanha) com uma camada de
agarose utilizando uma solugao | % de agarose (Sigma A2790). Preparou-se a agarose que formard uma segunda
camada nas liminas, agarose de baixo ponto de fusao (Sigma A9414) a | %. Esta agarose como tem um ponto
de fusdo mais baixo, permite adiciond-la ainda liquida as células a 37 °C, uma temperatura que nao lesa as
células. As suspensdes foram centrifugadas a 500 G durante 5 minutos, lavadas com PBS e diluidas de modo a
obter suspensdes celulares com 5x10* células/ml. Num microtubo homogeneizaram-se cuidadosamente as suspensdes
celulares com a solugao de agarose e colocaram-se 500 pl sobre as laminas ja revestidas.

Apos a solidificagdo da segunda camada de agarose, colocaram-se as laminas em solucao de lise constituida
por NaCl na concentragao de 2,5 M, EDTA na concentragao de 100 mM, Trizma Base na concentragao de 10 mM,
| % de Triton X-100 e 10 % de DMSO, durante a noite, a temperatura de 4 °C, para promover a destruigao da
membrana citoplasmatica.

Posteriormente, as ldminas foram colocadas em tampao de eletroforese, constituido por NaOH na concentragdo
de 300 mM e EDTA na concentragao de | mM, com pH>13, durante uma hora, para que as células adquirissem
carateristicas alcalinas. A eletroforese foi realizada com tensdo de 254 V e corrente de 600 mA durante 5 minutos
a temperatura ambiente. As liminas foram depois submetidas a uma solugdo de neutralizagdo constituida por
Trizma Base na concentragdo de 0,4 M, com pH de 7.5, posteriormente coradas com brometo de etideo na
concentragao de 20 pg/ml e deixadas secar.
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As observagdes foram realizadas num microscopio Motic AE3| equipado com sistema de epifluorescéncia Motic
AE31 EF-INV-II. As imagens foram adquiridas em cdmara Moticam 5000 Cooled acoplada a computador dedicado
com o software Motic Images Advanced 3.2 de forma a se obterem no minimo 100 exemplares de cometas de
cada condi¢ao de tratamento, em pelo menos trés experiéncias independentes.

Em todas as imagens adquiridas, os cometas foram processados com o software CometScore™ .5 (TriTek
Corp.), que analisa cada cometa individualmente para varios parametros como o comprimento da cauda, a area
da cauda, a percentagem de DNA na cauda e o momento da cauda. Para este estudo selecionou-se 0 momento
da cauda que correlaciona o comprimento da cauda com a percentagem de DNA na cauda, através do produto
entre estes dois parametros.

Stresse oxidativo

0 stresse oxidativo é fundamental na reagdo fotodindmica, pelo que se estudou a implicagdo de varias ROS na
PDT, baseada no fotossensibilizador BBr2HPC, e também de algumas defesas antioxidantes que podem ter um
papel citoprotetor, eventualmente limitante do resultado terapéutico.

Oxigénio singleto e radical superoxido

0 oxigénio singleto é frequentemente considerado a ROS mais importante na PDT. Na impossibilidade de avaliar
diretamente a sua concentracao intracelular apos a PDT baseada no fotossensibilizador BBr2HPC, realizaram-se
estudos na presenca de um inibidor desta espécie. Utilizou-se a azida de sddio que constitui um guencher desta
espécie reativa. Do mesmo modo realizaram-se estudos na presenca de D-manitol que constitui um scavenger do
radical hidroxilo.

Para a realizagdo deste estudo, adaptou-se um protocolo desenvolvido por Obata er a/ (Obata er a/ 2009),
pelo que foram preparadas suspensdes celulares das linhas de carcinoma colorretal e de carcinoma do esdfago,
que foram distribuidas por placas de 48 pogos. As culturas celulares foram incubadas durante 24 horas com o
fotossensibilizador nas concentragoes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. Antes da irradiagao, o meio
foi substuido por meio de cultura, sem fotossensibilizador, suplementado com | mM de azida de sddio (Sigma
71290) ou com 4 mM de D-manitol (Sigma M4125). As placas foram irradiadas com [0 | como descrito
anteriormente e, apds 30 minutos, o meio foi substituido por meio de cultura sem inibidores e sem
fotossensibilizador. A avaliagao da atividade metabdlica foi realizada 24 horas apés o tratamento fotodindmico,
através do ensaio MTT descrito anteriormente.
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Producdo intracelular de anido superoxido

A avaliagao da producao de radical superdxido foi efetuada por citometria de fluxo com recurso a sonda DHE.
Este composto atravessa facilmente as membranas celulares e é convertido pelo radical superoxido em etideo,
composto fluorescente de cor vermelha que se intercala no DNA permanecendo no interior da célula. Esta reagdo
¢ relativamente especifica para o radical superoxido, uma vez que so se verifica com oxidag@o minima pelo
peroxido de hidrogénio, perdxido de nitrito ou acido hipocloroso (Zhao er a/ 2005).

Para a realizagao destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador BBr2HPC nas concentragoes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. A andlise foi realizada
2 e 24 horas apés o tratamento.

Utilizaram-se aproximadamente 10° células obtidas apés centrifugagio de uma suspensdo celular a 200 G
durante 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o pefllet lavado uma vez com PBS. De seguida, o pellet foi
suspenso em | ml de PBS e adicionaram-se 5 pl de DHE (Sigma Aldrich, D7008), de forma a obter uma
concentragdo final de 5 pM. Incubou-se durante |5 minutos a 37 °C e a suspensdo foi lavada com PBS,
centrifugada a 300 G durante 5 minutos e suspensa em 400 pl do mesmo tampao. A detecdo foi feita no
citometro FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando o comprimento de onda de excitagao de 620 nm. Os resultados
foram obtidos sobre a forma de média de intensidade de fluorescéncia e foram apresentados em relagao as culturas
celulares controlo, as quais se atribuiu o valor .

Producdo intracelular de perdxidos

A expressao intracelular de perdxidos também foi determinada por citometria de fluxo através da oxidagao
intracelular da sonda nao fluorescente DCFH,-DA (do inglés, 2, 7>dichlorodlifydrofluorescein diatetate). Este composto
lipossolivel entra nas células e acumula-se principalmente no citosol, onde é desacetilado por esterases intracelulares
sob a forma de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH). Este produto nao fluorescente é oxidado na presenca de
peroxidos com formagao de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), um composto que € facilmente visualizado pela emissao
de fluorescéncia no comprimento de onda de 522 nm quando excitada com luz de comprimento de onda de
498 nm. A fluorescéncia é proporcional a concentragao de perdxidos intracelulares, nomeadamente do peroxido de
hidrogénio (Tarpey et a/ 2004; Dikalov e a] 2007).

Para a realizagao destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador BBr2HPC nas concentragoes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. A andlise foi realizada
2 e 24 horas apés o tratamento.

Assim, centrifugou-se uma suspensdo celular com aproximadamente [0° células a 200G durante 5 minutos e
adicionou-se PBS para lavar. O pellet foi suspenso em | ml de PBS e foi incubado durante 45 minutos, sem luz,
a 37 °C com 5 pM de DCFH2-DA (Molecular probes, Invitrogen). A suspensdo foi lavada com PBS, centrifugada a
200 G durante 5 minutos e suspensa em tampdo. Posteriormente, foi feita a detecao por citometria de fluxo no
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citometro FACSCalibur (BD Biosciences) e utilizado o comprimento de onda de excitagao de 620 nm. Os resultados
sao obtidos sobre a forma de média de intensidade de fluorescéncia e foram apresentados em relagao as culturas
celulares controlo, as quais se atribuiu o valor .

Superdxido dismutase

A enzima superéxido dismutase (SOD) é responsavel pela catalizagdo da dismutagao do 0," que da origem a
H,0, e 0y, e que é um dos mecanismos antioxidantes mais importantes. Para avaliagao da atividade desta enzima
foi utilizado o SOD Assay Kit-WST (Sigma, 19160, Switzerland).

Para a realizagao destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador BBr2HPC nas concentragdes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. Apds 2 e 24 horas,
foi descartado o meio de cultura e foram feitas 3 lavagens com PBS. Em seguida, adicionou-se uma solugao de
RIPA e, com a ajuda de um raspador, soltaram-se as células da superficie do frasco e colocou-se o conteido num
microtubo. Apos agitagao no vértex, as amostras foram submetidas a sonicagdo com uma amplitude de 35 %,
centrifugadas durante 15 minutos a 14000 G e os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos,
devidamente identificados, que foram guardados a -80°C.

Para a determinagdo da quantidade da proteina usou-se o método de BCA (BCA™ protein assay kit, Pierce) e
para a determinagao da SOD utilizou-se o kit referido de acordo com as instruoes do fabricante. Os resultados
foram apresentados como a razdo entre a atividade da SOD e a concentragao de proteina total.

Glutatido reduzido

De forma a avaliar a expressao intracelular de glutatiao reduzido (GSH), uma defesa antioxidante nao enzimatica,
foi utilizada a citometria de fluxo, com recurso a um composto fluorescente, o alaranjado de mercirio. Este
composto reage rapidamente com o GSH, dando origem a um produto de reagdo que emite uma intensa
fluorescéncia vermelha quando excitado com um laser de argon no comprimento de onda de 488 nm (Hedley &
Chow, 1994).

Para a realizagao destes estudos, as culturas celulares foram submetidas ao tratamento fotodindmico com o
fotossensibilizador BBr2HPC nas concentragoes de 5 nM, de 50 nM, de 200 nM e de 500 nM. A andlise foi realizada
2 e 24 horas apés o tratamento.

Para este procedimento, as células foram centrifugadas a 200 G durante 5 minutos e foi descartado o
sobrenadante. Suspendeu-se o peflet em | ml de PBS e foram adicionados 4 pl de alaranjado de mercirio na
concentragao de 10 mM (Sigma M7750). Homogeneizou-se a suspensdo e incubou-se durante I5 minutos, no
escuro, a 37°°C, apds o que suspensao foi lavada com PBS e centrifugada a 200 G durante 5 minutos, e suspensa
em tampdo. A detecdo foi feita no citometro FACSCalibur (BD Biosciences) e utilizado o comprimento de onda de
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excitagdo de 620 nm. Os resultados foram obtidos sobre a forma de média de intensidade de fluorescéncia e
foram apresentados na forma de razao em relagao a culturas celulares controlo as quais se atribuiu o valor I.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao sofftware IBM® SPSS® versdo 20. A avaliagdo da normalidade
da distribuigao das varidveis quantitativas foi feita de acordo com o teste de Shapiro-Wilk.

Os parametros que definem as curvas de dose-resposta referentes aos resultados da atividade metabolica foram
comparados utilizando o teste z-student para amostras independentes.

A comparagao do conteiido proteico das culturas celulares submetidas a tratamento com o das culturas celulares
controlo foi realizada com o teste de #-student para uma amostra, tendo sido comparado o valor amostral de
cada grupo com o valor de normalizagao 100%.

Para a comparagdo das captagoes de BBr2HPC entre os tempos analisados foi utilizado o teste ANOVA (do
inglés, analysis of variance) de um fator quando se verificou normalidade da distribuigao para todos os tempos e
homogeneidade das suas varidncias, e o teste de Kruskal-Wallis nos restantes casos. Seguidamente foram realizadas
comparagdes mdltiplas entre os pares de grupos experimentais.

No que respeita as vias de morte celular, potencial de membrana mitocondrial e ciclo celular, a comparagao
entre condigdes foi realizada com o teste ANOVA de um fator nos casos em que se verificou distribuicao normal
e homogeneidade das varidncias e o teste de Kruskal-Wallis no caso contrario. Seguidamente foram realizadas
comparagdes mdltiplas entre os pares de grupos experimentais.

Os valores das condigdes experimentais obtidos nos estudos de western blot, analise da concentragdo intracelular
de anido superoxido e de radical hidroxilo e na andlise da superéxido dismutase e do glutatido reduzido as
comparagdes foram realizadas com o teste rstwdent para uma média e utilizado o valor de normalizagao |.

No ensaio de cometas a comparagdo entre condigdes foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis uma vez que
a distribuigdo dos valores é assimétrica com cauda a direita. Foram realizadas comparagoes mdltiplas entre os
pares de grupos experimentais.

No que diz respeito a avaliagao da influéncia do oxigénio singleto e do radical superoxido, foram inicialmente
determinados a atividade metabdlica e respetivo erro padrao para as concentragdes de fotossensibilizador em causa
a partir das curvas de dose-resposta obtidas anteriormente. A comparagdo dos valores experimentais obtidos em
combinagao com os valores calculados a partir das curvas foi realizada pelo teste ¢-student.

Todas as comparagoes miltiplas foram corrigidas segundo o método de Bonferroni e foi considerado um valor
de significancia de 5 % para todas as comparagdes.
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Resultados

Citotoxicidade

Apos a sintese e a analise quimica do fotossensibilizador realizaram-se estudos de citotoxicidade por forma a
avaliar o seu potencial fotodinamico em linhas celulares tumorais. Foi possivel estudar a influéncia da PDT, baseada
no fotossensibilizador BBr2HPC, a nivel da atividade metabdlica e da viabilidade em trés linhas celulares humanas
de cancro, a linha WiDr de carcinoma colorretal, a linha OEI9 de carcinoma do esdfago e a linha A375 de
melanoma melanocitico.

Os resultados experimentais, obtidos pelo ensaio do MTT, foram ajustados ao modelo sigmoide de
dose-resposta tal como representado na Figura I7. Neste caso, a avaliagao da atividade metabolica foi realizada
24 horas apds o tratamento. A partir da equagao de cada curva calculou-se o ponto médio, correspondente ao

valor de 1C;.
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Figura I7: Curvas de dose-resposta para as linhas celulares humanas de carcinoma colorretal (WiDr), de carcinoma do esofago (OE19)
e de melanoma (A375) 24 horas apds o tratamento fotodindmico. Os pontos experimentais representam a média e o desvio padrao
de pelo menos seis ensaios.

A linha celular de carcinoma colorretal apresentou um 1G5y de 58,5 nM, a linha celular de carcinoma de esofago
apresentou um Cso de 34,95 nM e a linha celular de melanoma apresentou um ICsy de 50,5 nM. Apesar do valor
de IC5o da linha celular de carcinoma do eséfago ser mais baixo, ndo existem diferengas com significado estatistico

entre 0s IC5p das trés linhas celulares. Os valores de ICs; e respetivos intervalos de confianca a 95 % estao
representados na Tabela 2.
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Tabela 2: ICsp e respetivos intervalos de confianga a 95% do fotossensibilizador BBr2HPC nas linhas celulares humanas de carcinoma
colorretal, carcinoma do eséfago e melanoma, 24 horas apos o tratamento fotodinamico.

ICs0 (NM) ' Intervalo de confianca

24h (95%)
Carcinoma Colorretal (WiDr) 58,5 [42,2; 81,0]
Carcinoma do Eséfago (OEI19) 35,0 [28,8; 42,4]
Melanoma (A375) 60,6 [40,6; 90,4]

A terapia fotodinamica, pela sua dependéncia da formagao de ROS de natureza transitoria, é habitualmente
caraterizada como um fendmeno com consequéncias apreciaveis a curto prazo (Agostinis er a/ 2011; Anand et a]
2012). Por esse motivo avaliou-se também a atividade metabdlica 2 horas apés o tratamento fotodindmico. As
curvas de dose-resposta obtidas estao representadas na Figura 18. De modo semelhante ao que se fez para os

estudos mais tardios, calculou-se o ICso e respetivos intervalos de confiana, que se encontram apresentados na
Tabela 3.
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Figura 18: Curvas de dose-resposta para as linhas celulares humanas de carcinoma colorretal (WiDr), de carcinoma do esofago (OE19)

e de melanoma (A375) 2 horas apds o tratamento fotodindmico. Os pontos experimentais representam a média e o desvio padrao de
pelo menos seis ensaios.

Como se pode apreciar na Tabela 2 e na Tabela 3, ndo se verificam diferencas significativas nos resultados
obtidos entre as trés linhas celulares, para cada tempo considerado. Tendo em conta os resultados na sua
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globalidade verifica-se que embora as duas horas o melanoma tenha uma aparente maior sensibilidade, a longo
prazo a linha celular de carcinoma do eséfago é a mais sensivel.

Tabela 3: ICsp e respetivos intervalos de confianga a 95% do fotossensibilizador BBr2HPC nas linhas celulares humanas de carcinoma
colorretal, carcinoma do esofago e melanoma, 2 horas apos o tratamento fotodinamico.

ICs0 (NM) ' Intervalo de confianca

2h (95%)
Carcinoma Colorretal (WiDr) 521,8 [312,7; 870,6]
Carcinoma do Eséfago (OEI19) 312,1 [204,6; 476,2]
Melanoma (A375) 235,6 [176,1;315,2]

Se considerarmos uma potencial utilizagdo, em contexto clinico, do fotossensibilizador BBr2HPC, este seria
administrado por via sistémica. Por esse motivo, avaliou-se a citotoxicidade deste composto para células da linha
celular humana nao tumoral HFFI. A curva de dose-resposta obtida estd representada na Figura 19 e a partir
desta foi possivel calcular o 1G5y de 5,55 pM, com um intervalo de confianga a 95 % de [4,93;6,23] pM.

-
—

—-—

—

100 4

75

50

25

Atividade Metaboélica (%)

T T T T T
1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Concentracio (log (nM))

Figura 19: Curva de dose-resposta da linha celular humana ndo tumoral HFFI ao sensibilizador BBr2HPC, obtida 24 horas apds a
administragao. Os pontos experimentais representam a média e o desvio padrao de pelo menos seis ensaios. As curvas de dose-resposta
foram desenhadas no software Orgin 8.0, que através do processamento dos resultados obtidos estabeleceu a curva de melhor ajuste
aos resultados experimentais e forneceu a equagdo das mesmas.

De forma complementar & avaliagdo da atividade metabolica, estudou-se a viabilidade celular das trés linhas
celulares tumorais humanas 2 e 24 horas apés o tratamento fotodindmico. A viabilidade das culturas celulares foi
significativamente reduzida apés o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC nas concentrages
iguais ou superiores a 50 nM. Nas células de carcinoma colorretal, WiDr, apenas 2 horas apds o tratamento,
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verificou-se uma redugdo significativa da viabilidade para as concentragdes de 200 nM (44,6+5,3%, p=0,008) e
de 500 nM (30,7£2,9%, p<0,001). Para 0 mesmo tempo de avaliagao (2 horas), nas células de carcinoma do
esofago, OE19, verificou-se uma reducao da viabilidade significativa para as mesmas concentragoes (p<0,001), ou
seja, para a concentragio de 200 nM a viabilidade foi de 41,2+6,3% (p<0,001) e para a concentragao de
500 nM foi de 23,2%1,7% (p<0,001). Para a concentragdo de 50 nM a viabilidade foi de 70,5+5,3%, verificando-
se também uma diminuigao significativa (p=0,004). Nas células de melanoma, A375, também se verificou uma
diminuigao significativa da viabilidade, nos tratamentos com uma concentragao de 200 nM (54,4%14,9%, p=0,048)
e de 500 nM (30,9+8,0%, p<0,001).

Devera referir-se que a diminuicao da viabilidade celular foi mais acentuada 24 horas apds o tratamento, para
todas as linhas celulares, como se pode observar na Figura 20. Na linha celular de carcinoma colorretal (WiDr) a
viabilidade foi significativamente reduzida para 37+5,2% com a concentragio de 50 nM (p<0,001), para
19,0+3,2% com a concentragdo de 200 nM (p<0,001) e para 14,0+1,0% com a concentragdo de 500 nM
(p<0,001). Na linha celular de carcinoma do eséfago (OEI9), a viabilidade foi reduzida significativamente para
50,0+5,9% (p<0,001) com a concentragdo de 50 nM, para 14,0+3,8% com a concentragio de 200 nM
(p<0,001) e para 7,0£1,7% com a concentragao de 500 nM (p<0,001). Nas células de melanoma, verificou-se
igualmente uma redugdo significativa da viabilidade cuja percentagem foi de 40,0+8,0% para a concentragao de
50 nM (p=0,016), de 6,0%1,0% para a concentragao de 200 nM (p<0,001) e de 6,0+1,0% para a concentragao
de 500 nM (p<0,001).
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Figura 20: Viabilidade das células de carcinoma colorretal, de carcinoma do eséfago e de melanoma 2 horas (esquerda) e 24 horas
(direita) apds o tratamento fotodindmico. Os resultados representam a média e o erro padrdo de pelo menos quatro ensaios. As
diferengas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.
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Captagdo e localizagdo subcelular

Comprovou-se que o fotossensibilizador BBr2HPC tem efeito citotoxico em varias linhas celulares tumorais
humanas. De modo a conhecer o perfil de captagdo deste fotossensibilizador pelas células realizaram-se estudos
de captagdo e, posteriormente, de localizagdo subcelular, pelo que as propriedades fotoquimicas do composto, que
foram anteriormente caracterizadas e descritas, foram tidas em conta. Para estes estudos, consideraram-se, os
efeitos do fotossensibilizador apenas nas linhas celulares de carcinoma colorretal e de carcinoma do esdfago.

Como podemos apreciar na Figura 21, a captacao do fotossensibilizador BBr2HPC eleva-se com o aumento do
tempo de incubagdo, tanto na linha celular de carcinoma colorretal como na linha celular de carcinoma do
eséfago, nao se verificando diferencas significativas entre as duas linhas celulares para cada tempo. Os valores das
captagdes do fotossensibilizador BBr2HPC apos 24 horas de incubagao foram de 0,288+0,037 pM nas células de
carcinoma colorretal e de 0,338+0,124 pM nas células de carcinoma do eséfago, o que corresponde a cerca de
30 % da concentragdo com que foram incubadas.
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Figura 21: Captagdo do fotossensibilizador BBr2HPC, ao longo do tempo, pelas células de carcinoma colorretal e de carcinoma do
esofago. Os resultados representam a média e o erro padrdo de pelo menos sete ensaios. Nao se verificaram diferengas significativas
na captagdo do fotossensibilizador entre as duas linhas celulares para cada tempo. As diferencas significativas entre tempos estdo
representadas com * para a linha celular de carcinoma colorretal e com # para a linha celular de carcinoma do eséfago, em que */#
representa p<0,05, **/## representam p<0,01 e ***/### representam p<0,001.

A localizagao subcelular dos fotossensibilizadores constitui o local de dano primario da terapia fotodindmica e
¢ determinante nas vias de atuagdo ativadas pela reagdo fotodindmica (Agostinis e a/ 2011). Confirmada a
captagao do fotossensibilizador BBr2HPC obtiveram-se imagens de microscopia confocal por forma a conhecer a
sua localizagao subcelular. Como se verificou que a captagdo celular do fotossensibilizador BBr2HPC foi
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significativamente superior as 24 e as 48 horas, sem diferencas entre estes dois tempos, tanto para as células de
carcinoma colorretal como para as células de carcinoma do esofago, optou-se pelas 24 horas de incubagao.

Os estudos de localizagao subcelular realizados com recurso a microscopia confocal confirmaram a internalizagao
celular do sensibilizador. As imagens foram analisadas com o software /mage / para a existéncia de colocalizagao
com os organelos marcados, tendo em conta a correlagao de Pearson, e quando comprovada a existéncia de
correlagdo positiva, esta foi quantificada.

Como se pode observar nas imagens da Figura 22 ndo ocorre internalizagao nuclear deste fotossensibilizador e
nao se verificou existéncia de correlagao positiva, sendo o valor do coeficiente de Pearson igual a 0 para todas
as imagens analisadas.

No que respeita aos restantes organelos marcados verificou-se a existéncia de correlagao de Pearson positiva,
que foi igual a | para todas a imagens analisadas com excecdo de uma em que se verificou uma correlagio de
0,825, e foi possivel quantificar a percentagem de colocalizagdo.

Figura 22: Imagens de microscopia confocal representativas da localizagdo subcelular do fotossensibilizador BBr2HPC. A coluna da
esquerda mostra a distribuicao do fotossensibilizador a vermelho, a coluna central mostra a localizagdo dos nicleos a azul e a coluna

da direita representam a sobreposi¢do de cada par de imagens. As células de carcinoma colorretal WiDr estao representadas em cima
e as células de carcinoma do esofago OEI9 estao representadas em baixo. As imagens foram obtidas com uma ampliagao de 400x e

a barra no canto inferior direito corresponde a 10 pm.
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Verificou-se que o fotossensibilizador BBr2HPC é capaz de se localizar em varios organelos membranares. No
que respeita a mitocondria, cujas imagens representativas sao apresentadas na Figura 23, obteve-se um indice de
colocalizagao de 0,27%0,10 para as células de carcinoma colorretal e de 0,2720,11 para as células de carcinoma
do esdfago.

Figura 23: Imagens de microscopia confocal representativas da localizagao subcelular do fotossensibilizador BBr2HPC. A coluna da
esquerda mostra a distribuicdo do fotossensibilizador a vermelho, a coluna central mostra a localizagdo das mitocondrias a verde e a
coluna da direita representa a sobreposicao de cada par de imagens. As células de carcinoma colorretal WiDr estao representadas em
cma e as células de carcinoma do esofago OEI9 estdo representadas em baixo. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de
400x e a barra no canto inferior direito corresponde a 10 pm.

Nos lisossomas obteve-se um indice de colocatlizagdo de 0,34+0,06 para as células de carcinoma colorretal e
de 0,59%0,16 para as células de carcinoma do esdfago. A Figura 24 mostra algumas imagens representativas da
localizagao subcelular do fotossensibilizador BBr2HPC em comparagdo com a marcagao dos lisossomas.
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Figura 24: Imagens de microscopia confocal representativas da localizagdo subcelular do fotossensibilizador BBr2HPC. A coluna da
esquerda mostra a distribuicdo do fotossensibilizador a vermelho, a coluna central mostra a localizagdo dos lisossomas a azul e a
coluna da direita representa a sobreposicao de cada par de imagens. As células de carcinoma colorretal WiDr estao representadas em

cma e as células de carcinoma do esofago OEI9 estdo representadas em baixo. As imagens foram obtidas com uma ampliagdo de
400x e a barra no canto inferior direito corresponde a 10 pm.

No caso do reticulo endoplasmatico, cujas imagens estao representadas na Figura 25, também se obteve uma
correlagao de Pearson positiva que se traduziu em indices de colocalizagao de 0,35%0,13 para as células de
carcinoma colorretal e de 0,32%0,15 para as células de carcinoma do esdfago.

7



FOTOSSENSIBILIZADORES PARA TERAPIA E IMAGEM EM ONCOLOGIA

Figura 25: Imagens de microscopia confocal representativas da localizagao subcelular do fotossensibilizador BBr2HPC. A coluna da
esquerda mostra a distribuicdo do fotossensibilizador a vermelho, a coluna central mostra a localizagdo do reticulo endoplasmatico a
verde e a coluna da direita representa a sobreposicao de cada par de imagens. As células de carcinoma colorretal WiDr estao
representadas em cima e as células de carcinoma do esofago OEI9 estdo representadas em baixo. As imagens foram obtidas com uma
ampliagao de 400x e a barra no canto inferior direito corresponde a [0 pm.

Os intervalos de confianga a 95% da distribuigao do indice de colocalizagdo do fotossensibilizador BBr2HPC
com os organelos em que se obteve correlagao positiva sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Média e desvio padrdo dos indices de colocalizagdo do fotossensibilizador BBr2HPC com a mitocdndria, lisossomas e reticulo
endoplasmatico e respetivos intervalos de confianga a 95%.

Carcinoma Colorretal Carcinoma do Eséfago
MédiaxDP ICys MédiatzDP ICys
Lisossomas 0,34+0,06 [0,30;0,37] 0,59+0,16 [0,49;0,68]
Mitocondria 0,27+0,10 [0,18;0,36] 0,27+0,11 [0,20; 0,34]

Reticulo Endoplasmatico 0,35+0,13 [0,23;0,48] 0,32+0,15 [0,23; 0,40]
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Vias de Morte Celular

Por forma a caracterizar as vias de morte celular induzidas pela PDT com base no fotossensibilizador BBr2HPC
realizaram-se varios estudos, nomeadamente, para avaliar a exposicao membranar de fosfatidilserina, a integridade
da membrana citoplasmatica, o potencial de membrana mitocondrial e a expressao de proteinas relevantes como
a P53 e as caspases.

A viabilidade e o nimero de células em morte por apoptose, por apoptose tardia e por necrose sao influenciados
pelo tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC de modo significativo e dependente da
concentragao do farmaco, como se pode observar na Figura 26, para as células de carcinoma colorretal, e na
Figura 27, para as células de carcinoma do esofago.

Nas células de carcinoma colorretal, WiDr (Figura 26), apenas 2 horas apds o tratamento fotodinamico, verificou-
se uma redugao da populagao de células vivas para os tratamentos com as concentragdes de 5 nM para 75,9+2,5%
(p<0,001), de 50 nM para 75,7%4,7% (p=0,001) e de 200 nM para 70,4%53% (p<0,001). No caso do
tratamento com a concentragao de 500 nM verificou-se uma redugao da populagao de células vivas para apenas
25,4+9,1% (p<0,001).

De modo concomitante, 2 horas apés o tratamento fotodindmico, verificou-se um aumento das populagdes de
células em apoptose para os tratamentos com a concentragao de 50 nM para 10,7£3,5% (p=0,004) e de 200 nM
para 9,4+2,8% (p=0,017), em necrose com a concentragao de 200 nM para 13,9£2,5% (p=0,028) e de
500 nM para 57,2%13,1% (p<0,001) e em apoptose tardia ou necrose com a concentragao de 5nM para
59+2,2% (p=0,018) e de 500nM para 8,8+7,5% (p=0,011).

Em relagdo as consequéncias 24 horas apds o tratamento fotodindmico (Figura 26), ocorre uma diminuigao
mais acentuada das populagdes de células vivas do que apés 2 horas, nomeadamente nos tratamentos com a
concentragao de 5 nM para 78,5+5,1% (p=0,003), de 50 nM para 68,7£10,1% (p=0,002), de 200 nM para
28,8+11,7% (p<0,001) e de 500 nM para 12,8+3,4% (p<<0,001).

No que concerne as populagdes em morte, para este tempo de avaliagdo (24 horas apés o tratamento
fotodindmico) verificou-se um aumento significativo das células em apoptose para |1,4+4,9% (p=0,001) e em
necrose para 14,1+4,6 (p=0,016) no tratamento com a concentragao de 50 nM. Verificou-se aumento das células
em morte por apoptose para 15,26,6% (p<0,001), em apoptose tardia ou necrose para 31,0£8,6% (p=0,008)
e em necrose para 25,0+159% (p=0,002) no tratamento com 200 nM. Finalmente, no tratamento com a
concentragao de 500 nM verificou-se aumento das populagdes de células em morte por apoptose tardia ou necrose
para 12,8+4,0 (p<0,001) e em necrose para 63,8+12,0 (p<0,001).

Nas células de carcinoma do esofago, OEI9 (Figura 27), 2 horas apds o tratamento fotodindmico, verificou-se
redugao das populagoes de células vivas para os tratamentos com a concentragao de 50 nM para 78,5%6,0%
(p=0,003), de 200 nM para 78,6+3,3% (p=0,003) e de 500 nM para 28,2+4,7% (p<<0,001). Para o mesmo
periodo de avaliagao verificou-se o aumento da populagao em apoptose para 10,9+2,0% (p=0,018) para o
tratamento com a concentragao de 200 nM. No caso do tratamento com a concentragao de 500 nM verificou-se
aumento das populagdes de células em apoptose para 17,5%4,7% (p<0,001), em apoptose ou necrose para
8,8+5,0% (p=0,03) e em necrose para 45,5+8,7% (p<0,001).
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Figura 26: Viabilidade celular e tipos de morte celular nas células de carcinoma colorretal WiDr 2 horas (em cima) 24 horas (em
baixo) apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados estao representados na forma de percentagem
de células vivas, em apoptose, em apoptose tardia ou necrose e em necrose. Os resultados representam a média e o erro padrao de
pelo menos cinco ensaios. As diferenas significativas em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05,
** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Nestas células, 24 horas apds o tratamento (Figura 27), ocorreu diminuico das células vivas para todas as
concentragdes de fotossensibilizador, nomeadamente, com a concentragdo de 5 nM para 78,0+3,8% (p=0,042),
de 50 nM para 71,9%5,9% (p=0,004), de 200 nM para 9,2£5,6% (p<0,001) e de 500 nM para 20,6+4,4%
(p<0,001). Para este tempo de avaliagdo verificou-se que a morte por apoptose estd aumentada em todos os
tratamento, nomeadamente com a concentragao de 5 nM para 11,8£4,5 (p=0,002), de 50 nM para 13,0+2,9%
(p<0,001), de 200 nM para 19,0+11,2% (p<0,001) e de 500 nM para 13,7+9,5% (p=0,012). No caso das
concentragoes mais elevadas verifica-se também implicagao de apoptose tardia ou necrose, com aumento para
65,3+ 14,3% (p<0,001) na concentragao de 200 nM e para 17,3%8,8% (p=0,002) na concentragao de 500 nM,
e da necrose, com aumento para a concentragao de 500 nM para 48,8+11,8% (p<0,001).
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Figura 27: Viabilidade celular e tipos de morte celular nas células de carcinoma do esofago OEI9 2 horas (em cima) 24 horas (em
baixo) apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados estao representados na forma de percentagem
de células vivas, em apoptose, em apoptose tardia ou necrose e em necrose. Os resultados representam a média e o erro padrdo de
pelo menos seis ensaios. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05,
** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

De um modo geral as células de carcinoma colorretal parecem ser mais suscetiveis a terapéutica, pelo menos
para o tempo de avaliagdo mais curto. Tanto a apoptose como a necrose constituem resposta ao tratamento
fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC, no entanto, a apoptose esta associada principalmente as
concentragoes mais baixas e a necrose as concentragoes mais elevadas de fotossensibilizador.

A mitocondria constitui um organelo central na morte celular principalmente na apoptose. A disrupcao do
potencial de membrana mitocondrial constitui uma caracteristica distintiva da apoptose, que resulta no
desacoplamento da cadeia respiratoria e na libertagao de citocromo C. Neste trabalho utilizou-se o indicador do
potencial de membrana mitocondrial JC-1 e analise por citometria de fluxo para avaliar as células submetidas ao
tratamento. O potencial da membrana mitocondrial é perturbado como consequéncia do tratamento fotodinamico
como se pode observar na Figura 28 e na Figura 29.

Na linha celular de carcinoma colorretal verifica-se, na Figura 28, que o potencial de membrana mitocondrial
¢ perturbado logo as duas horas apés o tratamento fotodindmico com as concentragdes mais elevadas de
fotossensibilizador, nomeadamente com a concentragao de 200 nM (p=0,002) e com a concentragao de 500 nM
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(p=0,002). A alteragao do potencial de membrana mitocondrial agrava-se 24 horas apos o tratamento fotodindmico,
com o aumento significativo da razao mondmeros/agregados para todos os tratamentos, ou seja, com as
concentragoes de 5 nM (p=0,044), de 50 nM (p=0,036), de 200 nM (p<0,001) e de 500 nM (p<0,001).
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Figura 28: Potencial de membrana mitocondrial nas células de carcinoma colorretal WiDr 2 horas (a esquerda) e 24 horas (a direita)
apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados representam a razao de mondmeros/ agregados (M/A)
para cada condigdo. A sonda JC-I coexiste na forma monomérica ou agregada de acordo com o potencial de membrana mitocondrial,
um aumento na razao M/A indica uma diminuico no potencial de membrana mitocondrial. Os resultados representam a média e o
erro padrdo de pelo menos quatro ensaios. As diferengas significativas em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que *
significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Nas células de carcinoma do esofago, também se verifica alteragdo do potencial de membrana mitocondrial,
duas horas apds o tratamento fotodinamico com as concentragdes de 200 nM (p=0,012) e de 500 nM (p<<0,001),
como representado na Figura 29. Esta diminuigao do potencial de membrana mitocondrial mantém-se 24 horas
depois do tratamento fotodinamico com as mesmas concentragdes de fotossensibilizador, nomeadamente, com
200 nM (p=0,008) e com 500 nM (p<<0,001). Globalmente verifica-se que ocorre disrupcao do potencial de
membrana mitocondrial de modo dependente da concentragao e do tempo.
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Figura 29: Potencial de membrana mitocondrial nas células de carcinoma do eséfago, OEI9, 2 horas (3 esquerda) e 24 horas (a
direita) apds o tratamento fotodinamico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados representam a razao de mondmeros/
agregados (M/A) para cada condigdo. A sonda JC- coexiste na forma monomérica ou agregada de acordo com o potencial de membrana
mitocondrial, um aumento na razao M/A indica uma diminuic3o no potencial de membrana mitocondrial. Os resultados representam a
média e o erro padrdo de pelo menos quatro ensaios. As diferengas significativas em relagdo ao controlo estao representadas com ¥,
em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

As vias de sinalizagao da P53 podem ser ativadas em resposta a varios tipos de stresse, de modo a coordenar
programas de transcricao que podem contribuir para a supressao tumoral (Muller & Vousden, 2013). Esta proteina
¢ importante na resposta a quimioterapia e a radioterapia, no entanto, a sua importancia na resposta a PDT nao
esta completamente caracterizada (Tong er a/ 2000).

A expressao da proteina P53 é influenciada pelo tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC,
como se pode observar na Figura 30. Nas células de carcinoma colorretal verifica-se que o tratamento leva a
diminuigao significativa da expressao da proteina de forma dependente da concentragao. Assim, a expressao da
P53 & reduzida para 0,80+0,14 (p=0,024) para o tratamento com a concentragdo de 5 nM, reduzida para
0,69£0,18 (p=0,012) para o tratamento com a concentragao de 50 nM e para 0,63+0,15 (p=0,018) para o
tratamento com a concentragdo de 200 nM. Nas células de carcinoma do eséfago também se verificou uma
diminuicao significativa da expressao de P53 para o tratamento com a concentragao de 200 nM para 0,67%0,12
(p=0,009).
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Figura 30: Expressdo da proteina P53, nas células de carcinoma colorretal (2 esquerda) e nas células de carcinoma do esofago (a
direita), 24 horas apés o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sdo apresentados sob a forma de
razao entre as intensidades de fluorescéncia da P53 e da actina e os graficos representam a alteragdo relativamente a culturas celulares
controlo (razdo P53/actina do controlo igual a I). Os graficos representam a média e o erro padrdo de pelo menos quatro ensaios.
As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001. As imagens constituem um smmunoblot ilustrativo da expressao da proteina P53 e da actina para cada uma das
condigdes experimentais.

As caspases sao proteases baseadas em cisteina, capazes de clivar outras proteinas numa regido com acido
aspartico. Estas proteinas sao de grande importancia no desenrolar da apoptose. A caspase 8 esta associada a via
extrinseca enquanto a caspase 9 esta associada a via intrinseca (Budihardjo ef a/ 1999; Almeida er ] 2004; Fan
et aj 2005). A expressao das proteinas caspase 8, caspase 3 e caspase 9 é influenciada pelo tratamento
fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC, como se pode observar na Figura 31, na Figura 32 e na Figura
33, respetivamente.

A expressdo da proteina caspase 3 é alterada pelo tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC
de forma dependente da concentragao (Figura 31). De um modo geral verificou-se uma diminuicao da proteina
caspase 3 identificada a 32 kDa, com o aumento da concentragao de fotossensibilizador. Porém, essa diminuigao
¢ acompanhada do aumento de um produto de clivagem da proteina caspase 3, com peso molecular de 17 kDa.
As células de carcinoma colorretal quando submetidas ao tratamento fotodindmico com a concentragao de 200 nM
de fotossensibilizador apresentaram uma diminuicao para 0,53+0,14 (p<0,001) da proteina de maior peso
molecular, acompanhada de aumento da proteina clivada, com |7 kDa, para 1,39+0,27 (p=0,006).

Para as células de carcinoma do eséfago verificou-se uma resposta semelhante para a mesma concentragao
(200 nM), com reducao do valor médio da caspase 3 de 32 kDa para 0,67£0,06 (p<0,001) e aumento da
proteina de menor peso para 3,16%1,55 (p=0,018). No tratamento com a concentragao de 50 nM verificou-se
uma resposta semelhante tanto para a caspase 3 de 32 kDA como para a proteina clivada de 17 kDa, no entanto,
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apenas a reducao da primeira teve significado estatistico, tanto para a linha celular de carcinoma colorretal
(0,71£0,15 com p=0,039) como para a linha celular de carcinoma do esdfago (0,730,12 com p<0,001).
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Figura 31: Expressdo da proteina caspase 3, nas células de carcinoma colorretal (a esquerda) e nas células de carcinoma do eséfago
(a direita), 24 horas apos o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Foi possivel quantificar a expressao da
caspase 3, proteina com 32 kDa, e de um produto de clivagem da mesma com peso molecular de I7 kDa. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da proteina de interesse e da actina. Os graficos representam
a alteragdo relativamente a culturas celulares controlo (razdo Caspase 3/actina do controlo igual a I). Os graficos representam a média
e 0 erro padrao de pelo menos cinco ensaios. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que
* significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<<0,001. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressao da
proteina Caspase 3 e da actina para cada uma das condigdes experimentais.

Em relagao a expressao da caspase 8, representada na Figura 32, nas células de carcinoma colorretal verifica-
se que o tratamento leva a sua diminuicao significativa de forma dependente da concentragao. Assim, a expressao
da proteina é reduzida para 0,72%0,20 (p=0,024) com o tratamento com a concentracao de 50 nM, para
0,58+0,22 (p=0,006) para o tratamento com a concentragao de 200 nM.

Quanto as células de carcinoma do eséfago também se verifica uma alteragao da expressao de caspase 8 mas,
neste caso, com redugdo significativa apenas para o tratamento com a concentragao de 200 nM para o valor
médio de 0,68%0,17 (p=0,018).
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Figura 32: Expressdo da proteina Caspase 8, nas células de carcinoma colorretal (2 esquerda) e nas células de carcinoma do esofago
(@ direita), 24 horas apés o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sao apresentados sob a forma
de razdo entre as intensidades de fluorescéncia de Caspase 8 e da actina e os graficos representam a alteragao relativamente a culturas
celulares controlo (razdo Caspase 8/actina do controlo igual a I). Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos
seis experiéncias independentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *
p<0,05, ** significa p<0,01 e ** significa p<<0,001. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressao da proteina
Caspase 8 e da actina para cada uma das condigdes experimentais.

, em que * significa

No que concerne a caspase 9 (Figura 33), nas células de carcinoma colorretal verificou-se uma diminuigao
significativa da proteina de maior peso molecular, com 46 kDA, para 0,75+0,14 (p=0,012) quando o tratamento
fotodindmico foi realizado com a concentragao de 50 nM e para 0,58+0,25 (p=0,003) quando o tratamento foi
realizado com a concentragao de 200 nM. Apesar de com as mesmas concentragdes se verificar uma tendéncia
para o aumento da expressao da caspase 9 dlivada, com 35 kDa, ndo se verificou significncia estatistica.

Nas células de carcinoma do eséfago verifica-se que a diminuigdo da expressao da caspase 9 de 46 kDa é
acompanhada de aumento significativo da proteina de menor peso molecular. Assim, para o tratamento com
BBr2HPC na concentragdo de 50 nM verifica-se uma diminuicdo da caspase 9 de 46 kDa para 0,65+0,19
(p=0,003) e um aumento da proteina de 35kDa para 1,48+0,38 (p=0,027). Com a concentragao de 200 nM a
resposta é semelhante, havendo uma diminui¢do da caspase 9 de 46 kDa para 0,76%0,17 (p=0,015) e um
aumento da proteina de 35 kDa para 2,13£0,39 (p<0,001).
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Figura 33: Expressdo da proteina caspase 9, nas células de carcinoma colorretal (a esquerda) e nas células de carcinoma do eséfago
(@ direita), 24 horas apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Foi possivel quantificar a expressdo da
caspase 9, proteina com 46 kDa, e de um produto de clivagem da mesma com peso molecular de 35 kDa. Os resultados sao
apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da proteina de interesse e da actina. Os graficos representam
a alteragdo relativamente a culturas celulares controlo (razdo Caspase 9/actina do controlo igual a ). Os graficos representam a média
e o erro padrao de pelo menos cinco experiéncias independentes. As diferengas significativas em relagao ao controlo estdo representadas
com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001. Um simbolo representa p<<0,05, dois simbolos
representam p<0,01 e trés simbolos representam p<0,001. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressao da proteina
(aspase 9, do produto de clivagem e da actina para cada uma das condigdes experimentais.

Globalmente, as proteinas caspases sao influenciadas significativamente como consequéncia da PDT, com base
no fotossensibilizador BBr2HPC, de modo dependente da concentrago, verificando-se uma diminuicao da expressao
das caspases e aumento da expressao da forma clivada que foi possivel detetar.

AlteragGes no nicleo celular

Nos estudos de localizagao subcelular verificou-se que o fotossensibilizador BBr2HPC nao se localiza no nicleo
celular. No entanto, como organelo fundamental que num processo de morte celular é submetido a alteragoes
programadas é expectavel que, como consequéncia do stresse induzido pela PDT, se verifiquem alteragdes
mensuraveis. Assim, neste trabalho, estudou-se o conteido de DNA das células, possiveis alteragdes pelo ensaio
cometa e a influéncia na proteina estrutural lamina BI.

A avaliagao do conteido de DNA numa célula individual, pela progressiva alteragao de 2n cromossomas para
n, constitui forma de avaliar em que fase do ciclo celular se encontra, nomeadamente, em GI, em fase § e em
G2 ou em divisdo. De um modo geral o ciclo celular é pouco influenciado pela terapia fotodinamica com base no
sensibilizador BBr2HPC, como representado na Figura 34 e na Figura 35.

0 acontecimento mais relevante é o surgimento de um pico pré-G0 tanto nas células de carcinoma colorretal
(24 h: p=0,011) como nas células de carcinoma do eséfago (2 e 24 horas: p<0,001) para o tratamento com a
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concentracao de 500 nM. Este pico corresponde a presenca de células mortas e, portanto, com niicleo fragmentado
ou com menor conteddo de DNA.

Na linha celular de carcinoma colorretal (Figura 34), 24 horas apés o tratamento com a concentragao de
500 nM verifica-se também uma diminuicao da populagao celular em GO/GI de 64,052 para 49,0+123
(p<0,001), aumento da populagdo celular em fase §, de 22,9+5,1 para 50,7%12,1 (p=0,015) e diminuicao da
populagdo celular em fase G2/M de 13,5%3,1 para 0,3+06 (p=0,002).

WiDr
2H
100+
—_ 754
R
A
%]
s 50+
E]
3
O
254
o_
onM 5nM 50nM 200nM 500nM
WiDr
24H
100+
- 754
g *
(mﬂ 50_
] *
o}
(8}
254
= ul

OnM 5nM 50nM 200nM 500nM

D pré-GO . fase S

@ coici IR M
Figura 34: Ciclo celular das células de carcinoma colorretal WiDr 2 horas (em cima) e 24 horas (em baixo) apds o tratamento
fotodinamico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados estdo representados na forma de percentagem de células nas fases pré-
G0, GO/GI, S e G2/M. Os resultados representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco experiéncias independentes. As

diferencas significativas em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

Na linha celular de carcinoma do eséfago (Figura 35) verifica-se também uma diminuicao da fase G2/M de
16,0+5,7 para 6,159 (p=0,016) e de 18,7+2,7 para 7,355 (p=0,002) 2 horas e 24 horas, respetivamente,
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apds o tratamento fotodinamico, com a concentragao de 500 nM, que é acompanhada de um incremento nao
significativo da populagao celular em fase .
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Figura 35: Ciclo celular das células de carcinoma do eséfago OEI9 2 horas (em cima) e 24 horas (em baixo) apés o tratamento
fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados estao representados na forma de percentagem de células nas fases pré-
G0, GO/GI, S e G2/M. Os resultados representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco experiéncias independentes. As
diferencas significativas em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.

A eletroforese de células individuais em microgel fornece informagdes acerca do estado do DNA. No que diz
respeito a distribuicdo de momento da cauda para as condigdes controlo e para os tratamentos com concentragdes
até 50 nM verifica-se uma distribuigdo assimétrica com cauda a direita enquanto para o tratamento com a
concentragao de 200 nM podemos observar uma distribuicao bimodal.

Nas células de carcinoma colorretal verificaram-se diferengas significativas no momento da cauda para as células
tratadas com a concentragao de 50 nM e de 200 nM (p<0,001). Nas células de carcinoma do eséfago verificaram-
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se diferencas significativas apenas para o tratamento com a concentragao de 200 nM (p<<0,001). As medianas e
percentil 90 (P90) das distribuigdes obtidas estao representados na Tabela 5. A Figura 36 mostra os graficos das
distribuigdes obtidas e algumas imagens ilustrativas das condigdes estudadas.
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Figura 36: Momento da cauda dos cometas obtidos das células de carcinoma colorretal (a esquerda) e de carcinoma do eséfago (a
direita). As diferengas significativas em relagao ao controlo estao representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01
e * significa p<0,001. Em baixo estio representadas imagens ilustrativas dos cometas obtidos em cada uma das condigGes
experimentais As células de carcinoma colorretal estdo representadas na linha de cima e as células de carcinoma do esofago estdo

representadas na linha de baixo. As experiéncias foram realizadas 24 horas apés o tratamento fotodindmico. As imagens representadas
foram obtidas com uma ampliagao de 400x.
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Tabela 5: Mediana e P90 do momento da cauda dos cometas obtidos das células de carcinoma colorretal e de carcinoma do esofago
apés tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC.

onM 5nM 50nM 200nM
Mediana P90 Mediana P90 Mediana P90 Mediana P90
Carcinoma Colorretal 0,20 3,16 0,27 5,37 1,14 18,04 58,59 137,53
Carcinoma do Esoéfago 0,03 1,85 0,08 3,85 0,07 3,85 24,43 61,84
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A limina Bl é uma das proteinas da lamina nuclear, camada proteica do envelope nuclear, responsavel por
manter a integridade desta estrutura e que também é capaz de interagir e ancorar a cromatina. Tal como
representado na Figura 37, como consequéncia da terapia fotodindmica baseada no fotossensibilizador BBr2HPC
verifica-se uma redugao da expressao desta proteina, tanto na linha celular de carcinoma colorretal para as
concentragdes de 50 nM (p=0,009) e de 200 nM (p=0,027), como nas células de carcinoma do eséfago para a
concentragao de 200 nM (p=0,003).
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Figura 37: Expressao da proteina Lamina BI, nas células de carcinoma colorretal (a esquerda) e nas células de carcinoma do esofago
(@ direita), 24 horas apés o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sao apresentados sob a forma
de razdo entre as intensidades de fluorescéncia de Lamina Ble da actina e os graficos representam a alteragdo relativamente a culturas
celulares controlo (razdo Lamina Bl/actina do controlo igual a I). Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos

seis experiéncias independentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa

p<0,05, ** significa p<0,01 e ** significa p<0,001. As imagens constituem um /mmunoblot ilustrativo da expressao da proteina
Ldmina BI e da actina para cada uma das condicGes experimentais.

Stresse oxidativo

A formagao de ROS € o evento responsavel pela inducao de morte na PDT. Varias ROS podem estar envolvidas
neste processo e habitualmente o oxigénio singleto é considerado de importancia major. Na impossibilidade de
avaliar a concentragao intracelular desta ROS de modo direto, realizaram-se estudos na presenca de azida de
sddio, um guencher desta espécie. Os resultados, representados na Figura 38, mostram que a inibi¢do da atividade
metabolica é reduzida na presenca de azida de sodio. Na linha celular de carcinoma colorretal, a inibigao da
atividade metabolica provocada pelo tratamento com as concentragdes de 50 nM e de 200 nM é reduzida. Esta
reducdo da inibicao da atividade metabdlica é significativa no caso do tratamento com 200 nM em que a atividade
metabolica passa de 6,7%0,6 para 37,3+ 11,4% (p<0,001). Na linha celular de carcinoma do esdfago a implicagdo
do oxigénio singleto é ainda mais evidente uma vez que no tratamento com a concentragao de 50 nM a atividade
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metabdlica passa de 12,8+0,5 para 82,5+14,9 (p<0,001) e no tratamento com a concentragao de 200 nM a
atividade metabolica sobe para 19,8+12,64 (p=0,007).
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Figura 38: Atividade metabdlica das células de carcinoma colorretal (3 esquerda) e nas células de carcinoma do esofago (a direita)
24 horas apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC na presenca de um quencher de oxigénio singleto ('0,).
Para calcular a atividade metabdlica utilizou-se como termo de comparagdo as culturas celulares controlo submetidas ao veiculo de
administragdo do fotossensibilizador. Os graficos representam a média e o erro padrdo de pelo menos oito ensaios. As diferengas
significativas em relagao ao controlo estao representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa
p<0,001.

0 d-manitol constitui um scavenger de radical superdxido. Os estudos na presenca deste composto estao
representados na Figura 39. Nas células de carcinoma colorretal, verifica-se que a atividade metabdlica na presenca
de d-manitol € significativamente superior no tratamento com a concentragao de 200 nM (p<0,001). No caso das
células de carcinoma do esofago o d-manitol influencia o resultado do tratamento de modo significativo para as
concentragoes de 50 nM (p<0,001) e de 200 nM (p=0,045).
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Figura 39: Atividade metabolica das células de carcinoma colorretal (2 esquerda) e nas células de carcinoma do esofago (2 direita),
24 horas apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC, na presenca de d-manitol, um scavenger de radical
superdxido (HO"). Para calcular a atividade metabélica utilizou-se como termo de comparagdo as culturas celulares controlo submetidas
a0 veiculo de administragdo do fotossensibilizador. Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos seis ensaios. As
diferencas significativas em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.
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A produgao intracelular de anido superéxido, representada na Figura 40 e na Figura 41, foi avaliada 2 e
24 horas apds o tratamento fotodinamico com o fotossensibilizador BBr2HPC. De um modo geral, verifica-se
aumento significativo desta ROS com o tratamento com as concentragdes mais elevadas de fotossensibilizador.

Enquanto para as concentragdes mais baixas, de 5 nM e de 50 nM, n3o se registam variagoes em relagao as
culturas celulares controlo tanto apds 2 como apds 24 horas do tratamento fotodindmico, nas concentragdes mais
elevadas, de 200 nM e de 500 nM verificam-se aumentos significativos da concentragao intracelular de anido
superoxido. Assim, nas células de carcinoma colorretal (Figura 40) verificou-se um aumento desta ROS 2 horas
apos o tratamento com a concentragao de 200 nM para 1,340,30 (p=0,036) e com a concentragao de 500 nM
para 4,01£0,75 (p=0,016) e também 24 horas apos o tratamento com as mesmas concentragoes de 200 nM
para 1,83+0,71 (p=0,032) e de 500 nM para 3,40+0,77 (p=0,008).
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Figura 40: Produgdo intracelular de anido superdxido nas células de carcinoma colorretal 2 horas (3 esquerda) e 24 horas (a direita)
apés o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sao apresentados sob a forma de variagdo em relagao
a culturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco ensaios. As diferencas significativas
em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Nas células de carcinoma do esofago, representadas na Figura 41, verificou-se um aumento de aniao superoxido
2 horas apds o tratamento com a concentragao de 200 nM para 1,27+0,23 (p=0,012) e com a concentragao
de 500 nM para 1,46+0,36 (p=0,018) e também 24 apés o tratamento com as mesmas concentragdes de 200 nM
para 1,42£0,18 (p<0,001) e de 500 nM para 1,73%0,79 (p=0,048).
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Figura 41: Producdo intracelular de anido superoxido nas células de carcinoma do eséfago 2 horas (a esquerda) e 24 horas (a direita)
apds o tratamento fotodinamico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados s3o apresentados sob a forma de variagao em relagao
a alturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos sete ensaios. As diferencas significativas
em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

No que concerne a produgao intracelular de peroxidos verificou-se um desequilibrio na produgao destas ROS
nas duas linhas celulares estudadas, como se pode apreciar na Figura 42 e na Figura 43.

Na linha celular de carcinoma colorretal (Figura 42), 2 horas apds o tratamento, verificou-se um aumento de
peroxidos nos tratamentos com as concentragdes mais baixas de fotossensibilizado, nomeadamente para a
concentragao de 5 nM para 1,58+0,22 (p=0,004) e de 50 nM para 1,56%0,42 (p=0,048) acompanhado de
diminuigdo muito acentuada para a concentragao mais elevada, de 500 nM, para 0,19%0,13 (p<0,001). Apds
24 horas do tratamento, verifica-se que deixa de haver diferencas em relagdo ao controlo para as duas
concentragoes mais baixas de fotossensibilizador (5 nM e 50 nM), no entanto, para as concentragdes mais elevadas
mantém-se a diminuico desta ROS, no caso da concentragao de 200 nM para 0,41%0,08 (p<0,001) e no caso
da concentragao de 500 nM para 0,110,09 (p<0,001).
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Figura 42: Produgdo intracelular de perdxidos nas células de carcinoma colorretal 2 horas (2 esquerda) e 24 horas (a direita) apds o
tratamento fotodinamico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sdo apresentados sob a forma de variaggo em relagdo a
culturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco ensaios. As diferencas significativas
em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.
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Na linha celular de carcinoma do eséfago, a produgdo intracelular de perdxidos consequente da PDT segue uma
tendéncia similar (Figura 43). Assim, 2 horas apds o tratamento com as concentragdes mais baixas verifica-se um
aumento significativo da producao desta ROS, nomeadamente com a concentragio de 5 nM para 1,28+0,21
(p=0,028) e de 50 nM para 1,38+0,27 (p=0,008) enquanto para as concentracdes mais elevadas, de 200 nM
e de 500 nM se verifica diminuicao para 0,58+0,35 (p=0,028) e para 0,14%0,09 (p<0,001), respetivamente.

Na avaliagao mais tardia, 24 horas apés o tratamento, verifica-se que para as concentragdes mais baixas ocorre
restabelecimento desta espécie para valores iguais a células nao tratadas e, que para as concentragdes mais
elevadas se mantem a diminuigdo significativa, tanto para a concentragao de 200 nM com valor médio de
0,05£0,02 (p<0,001), como para a concentragao de 500 nM com um valor médio de 0,06%0,05 (p<<0,001).
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Figura 43: Produgdo intracelular de perdxidos, nas células de carcinoma do eséfago 2 horas (a esquerda) e 24 horas (a direita) apos
o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sao apresentados sob a forma de variagdo em relagao a
culturas celulares controlo. Os gréaficos representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco ensaios. As diferengas significativas
em relagao ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Além das ROS, também as defesas antioxidantes da célula podem influenciar o resultado terapéutico pelo seu
efeito citoprotetor. A superdxido dismutase (SOD) foi avaliada nas duas linhas celulares 2 e 24 horas apés o
tratamento fotodinamico. Em ambas as linhas celulares nao se verificaram diferencas significativas em relagao as
culturas celulares controlo, 2 horas apds o tratamento (Figura 44 e Figura 45). No entanto, apds 24 horas verifica-
se um aumento com significado tanto para as células de carcinoma colorretal como para as células de carcinoma
do esofago. Assim, nas células de carcinoma colorretal (Figura 44) submetidas ao tratamento dindmico com a
concentragao de 5 nM verificou-se um aumento para 1,26£0,15 (p=0,012), para 1,31£0,21 com a concentragao
de 50 nM (p=0,024) e para 1,50£0,20 com a concentragao de 200 nM (p=0,015).
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Figura 44: Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) nas células de carcinoma colorretal 2 horas (a esquerda) e 24 horas (a
direita) apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sdo apresentados sob a forma de razdo entre
a absorvancia obtida e a concentragdo de proteina total e os graficos representam a alteragao relativamente a culturas celulares
controlo (razdo SOD/proteina total do controlo igual a I). Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos trés
experiéncias independentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estao representadas com *, em que * significa p<0,05,
** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

No caso das células de carcinoma do eséfago (Figura 45), o tratamento com a concentragao de 5 nM levou a
um aumento para 1,19%£0,06 (p=0,006), para 1,33£0,11 (p=0,006) com a concentragao de 50 nM e para
,48+0,22 (p=0,024) com a concentragao de 200 nM.
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Figura 45: Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) nas células de carcinoma do esofago 2 horas (a esquerda) e 24 horas (a
direita) apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sao apresentados sob a forma de razao entre
a absorvancia obtida e a concentragdo de proteina total e os graficos representam a alteragdo relativamente a culturas celulares
controlo (razdo SOD/proteina total do controlo igual a I). Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos trés
experiéncias independentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estao representadas com *, em que * significa p<0,05,
** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

136



CAPITULO VI

A glutationa reduzida é uma enzima antioxidante responsavel pela metabolizagao de varios peroxidos e espécies
radicais. Em resposta ao tratamento fotodinamico com base no fotossensibilizador BBr2HPC verifica-se uma
diminuicdo desta defesa antioxidante 2 horas apds o tratamento. Nas células de carcinoma colorretal, cujos
resultados estao representados na Figura 46, esta redugdo é significativa no tratamento fotodinamico com as
concentragdes de 50 nM, para 0,90%0,07 (p=0,016), de 200 nM, para 0,530,17 (p<0,001), e de 500 nM,
para 0,45%0,24 (p=0,028).
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Figura 46: Atividade da enzima glutatido reduzido nas células de carcinoma colorretal 2 horas (a esquerda) e 24 horas (a direita)
apds o tratamento fotodinamico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados s3o apresentados sob a forma de variagao em relagao
a culturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco ensaios. As diferengas significativas
em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Nas células de carcinoma do esofago, também para o tempo de avaliagao 2 horas (Figura 47), a reducao é
significativa no caso das concentragdes 50 nM, para 0,80%0,09 (p<0,001), de 200 nM, para 0,760,18
(p=0,028), e de 500 nM, para 0,48+0,18 (p=0,004).

Nas células de carcinoma do esdfago (Figura 47), verifica-se que 24 horas apés o tratamento os niveis basais
de GSH sdo restabelecidos, ndo se verificando alteragdes significativas em relagdo ao controlo. Na linha celular de
carcinoma colorretal (Figura 46) esta alteragdo também se verifica para o tratamento com 50 nM de BBr2HPC,
no entanto para as concentragdes mais elevadas verifica-se um aumento significativo, nomeadamente com a
concentragao de 200 nM para 1,59%0,36 (p=0,02) e de 500 nM para 1,92+0,50 (p=0,012).
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Figura 47: Atividade da enzima glutatido reduzido nas células de carcinoma do eséfago 2 horas (a esquerda) e 24 horas (a direita)
apds o tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC. Os resultados sao apresentados sob a forma de variagao em relagao
a culturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrao de pelo menos cinco ensaios. As diferengas significativas
em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<0,001.

Discussao

0 fotossensibilizador BBr2HPC foi sintetizado e caracterizado tendo-se concluido que as suas propriedades
fotoquimicas sao apropriadas para utilizagdo em PDT e que sao superiores as da porfirina correspondente e
percursora da sua sintese.

Os estudos de citotoxicidade comprovaram que o fotossensibilizador BBr2HPC tem efeito fotodinamico /7 witro.
No que respeita a atividade metabolica, nas células humanas de carcinoma colorretal, de carcinoma do esofago e
de melanoma estudadas verifica-se que a inibi¢ao é proporcional ao aumento da concentragao do fotossensibilizador.
Os resultados do ensaio do MTT permitiram ainda calcular a concentragao correspondente ao ICso, valor comumente
utilizado para quantificar e comparar o efeito terapéutico de farmacos com efeito anticancro.

Nao se obtiveram diferengas significativas entre os valores de ICsy obtidos para as trés linhas celulares estudadas,
carcinoma colorretal, carcinoma do eséfago e melanoma apesar de, tendencialmente, a linha celular mais sensivel
ser a do esofago, com um ICso de apenas 35 nM. A comparagao dos valores de ICsy obtidos 2 e 24 horas apos
0 tratamento mostra uma diminuigdo dessa concentragao que permite concluir que os danos provocados pelo
tratamento sao irreversiveis ou, pelo menos, que as células das trés linhas celulares estudadas nao sao capazes de
recuperar durante o periodo de tempo em causa.
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Os valores de ICsy obtidos com o fotossensibilizador BBr2HPC sao bastantes promissores, variando entre 35 e
6InM nas linhas celulares de carcinoma colorretal, de carcinoma do esofago e de melanoma. Estes valores, na
ordem do nanomolar, devem ser considerados em comparagao com valores de ICso de outros fotossensibilizadores
que, naturalmente, tenham sido avaliados através da mesma metodologia. Em estudos anteriores com a porfirina
correspondente e que foi percursora da sintese deste fotossensibilizador comprovou-se que o IG5y nas células WiDr
¢ de 180nM e nas células A375 é de 100nM (Laranjo er a/ 2013).

Ihang e colaboradores desenvolveram no presente ano um fotossensibilizador tetraaril, também de base clorina
substituido por grupos metoxifenil que descreveram como eficaz e de elevado potencial. As concentragdes
correspondentes ao 1Csy deste composto, em células humanas carcinoma do eséfago e de carcinoma da nasofarige,
submetidas ao tratamento com 12 J/em?, foram de 1,73 e 2,87 M, respetivamente (Lhang e a/ 2014). Nas
células OE21, de carcinoma do esofago, o Foscan® tem um ICsy superior a 0,5 pM (Pastko ef a/ 2013).

Num estudo realizado em células de carcinoma colorretal (HT29) e de retinoblastoma (Y79), foram estudadas
varias hidroxifenilporfirinas e clorinas, assim como dos seus derivados glicoconjugados, incluindo o Foscan®. Neste
estudo, em que as células foram irradiadas com 1,8 J/em’ e a avaliagio realizada 72 horas apés a irradiagdo,
HT29 de 8 pM, enquanto para as células Y79 foi de 6 pM (Maillard e 2/ 2007). Num outro estudo com vérias
linhas celulares de carcinoma do cdlon em que foi realizada PDT com base no fotossensibilizador hipericina e
irradiagdo com 3,15 )/cm?, obtiveram-se 15, promissores entre 40 e 60nM (MikeSova er a/ 2013).

Num estudo comparativo de varios fotossensibilizadores, irradiados com 1,5 J/cm?, em células de carcinoma
epidermoide A431, o 1C5, do Foscan® foi o mais baixo, 30nM, contra 1,94 pM do Photofrin® e 393 uM do 5-
ALA. Li e colaboradores prepararam uma nova clorina, substituida com polietilenoglicol (PEG) e com folato com
caracteristicas interessantes de solubilidade e seletividade para células tumorais positivas para a expressao do
recetor do folato, como é o caso das Hela e das Hep-2. Estas células, quando submetidas ao tratamento
fotodindmico com I8 )/cm?, sofreram uma diminuigdo de viabilidade para 35 % e 27 %, respetivamente, no
entanto, com uma concentragao de fotossensibilizador de 17,5 pM.

Neste trabalho, o fotossensibilizador BBr2HPC foi estudado também em fibroblastos humanos. Estes estudos
foram realizados com o propdsito de esclarecer a citotoxicidade intrinseca do composto, definindo assim a
importancia da irradiagao para ativar a citotoxicidade, e também, avaliar a citotoxicidade em células distantes da
lesao, tendo em conta que, no contexto clinico, este composto seria administrado por via sistémica. Obteve-se um
valor de 1Csp 5,55 pM, uma concentragao mais de 100 vezes superior aos valores obtidos para o tratamento
fotodindmico nas células tumorais, o que estd de acordo com outros estudos em linhas celulares humanas de
fibroblastos para avaliar a citotoxicidade de fotossensibilizadores (Perry er aj 1990; Pittet ez a 2007; Bergmann
et aj, 2008). Com isto provou-se que a ativagao pela luz é um requisito fundamental para a atividade citotoxica
do fotossensibilizador desenvolvido e que a toxicidade deste composto nas células normais, caso nao ocorra ativagao
pela luz, é muito baixa, e s6 se verifica para concentragdes muito superiores as concentragdes terapéuticas.
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A avaliagdo da citotoxicidade pelo ensaio do MTT é muito Gtil para obter um screeming rapido de vérios
compostos pois, e tendo em conta o principio da técnica, fornece uma indicagdo do estado metabdlico, com
contribuigdo principal de enzimas mitocondriais (Mosmann, 1983; Wang e a/ 2010b). A redugao do MIT é
influenciada nao so pela viabilidade, mas também por varios fatores intrinsecos ao proprio metabolismo que nao
dependem apenas da mitocndria (Vistica ef af 1991). O ensaio SBR, por sua vez, constitui uma indicagao da
alteragao no conteido proteico total e, portanto, correlaciona-se com a biomassa celular (Freshney, 2010). Os
resultados de viabilidade corroboram os resultados obtidos pelo ensaio do MTT e confirmam que a diminuigdo da
viabilidade celular ocorre como consequéncia de morte celular. Assim, para os estudos realizados 24 horas apds o
tratamento verifica-se uma diminuicao significativa da viabilidade celular para concentragdes iguais ou superiores
a 50nM. Considerando os estudos realizados 2 horas apds o tratamento, no caso das células de melanoma, a
concentragao que diminuiu a atividade metabolica das culturas celulares foi de 235,6 nM. De igual modo, observou-
se uma diminuigao significativa da populagao de células vivas para os tratamentos com 200 e com 500 nM, para
54,4+ 14,9 e para 30,9%8,0%, respetivamente. Em relagdo aos resultados com as células de carcinoma colorretal
e de carcinoma do eséfago, embora na mesma ordem de grandeza, parece ocorrer uma diminuigdo de viabilidade
superior a esperada tendo em conta os ICs. A aparente atividade metabdlica aumentada, tendo em conta a
percentagem de células que perdem viabilidade como consequéncia do tratamento, pode ser explicada,
hipoteticamente, pela ativagao de mecanismos celulares de citoprotecao (Buytaert e aj 2007; Agostinis et a
2011), numa resposta a curto-prazo aos danos causados e a producao de ROS, que contribuam para a redugao
do sal de tetrazolio.

Os estudos de citotoxicidade permitiram concluir que o fotossensibilizador BBr2HPC tem efeito fotodindmico em
varias linhas celulares tumorais humanas. Verificou-se que o resultado deste fotossensibilizador de base clorina é
superior ao da correspondente porfirina, estudada em trabalhos anteriores. Concluiu-se também que os valores de
C5o obtidos s3o consequentes de diminuicao da viabilidade celular e que o fotossensibilizador BBr2HPC € promissor,
tendo em conta estudos de outros grupos de investigacao recentemente publicados, e portanto merece ser alvo de
estudos mais aprofundados.

Os artigos de revisao mais recentes indicam que a PDT tem sido usada principalmente em dermatologia, no
tratamento de lesdes neoplasicas e preneoplasicas, e tem sido igualmente considerada no esofago de Barrett e no
colangiocarcinoma (Agostinis ef 2/ 2011). Na Tabela | verifica-se que entre as aprovagdes clinicas da terapia
fotodindmica, os tumores do trato digestivo estao considerados, mas limitados a lesdes do esdfago. Como sabemos,
atualmente ha outros tumores do trato gastrointestinal extremamente acessiveis por técnicas endoscopicas, seja
por endoscopia digestiva alta ou por colonoscopia. Nestes casos, a PDT poderia proporcionar uma terapéutica
localizada, adequada para tumores de pequenas dimensdes ou classificados como NO, nos quais se poderia optar
por terapdutica conservadora de drgdo, nomeadamente a PDT e vigilancia apertada ou a PDT mais terapéutica
endoscopica cirlrgica em vez de recessao. Tendo em consideragao estas caracteristicas prosseguiram-se os estudos
no carcinoma colorretal e no carcinoma do eséfago.
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De modo a conhecer o perfil de captagao do fotossensibilizador BBr2HPC pelas células tumorais, realizaram-se
estudos de captacao e de localizagdo subcelular. Para a realizagao dos estudos de captagao celular consideraram-
se as propriedades fotoquimicas desta clorina, caracterizadas e descritas no capitulo V, entre as quais a linearidade
entre a concentragao e a emissao de fluorescéncia, que permitiu estabelecer as curvas de calibragdo representadas
na Figura 16. Verificou-se que apds 24 horas de incubagdo, as células de carcinoma colorretal internalizaram
0,288+0,037 pM e as células de carcinoma do esofago internalizaram 0,338%0,124 pM. Em estudos anteriores
com a correspondente porfirina do fotossensibilizador BBr2HPC verificou-se que a captagao foi de 0,110,001 pM
nas células de carcinoma colorretal (Laranjo, 2010; Serra er ] 2010). Apesar de nao existir referéncia a diferencas
significativas na internalizagao de fotossensibilizadores do tipo clorina e suas correspondentes porfirinas (Banfi ef
al, 2006), também neste aspeto a clorina BBr2HPC parece ter caracteristicas superiores para utilizagdo como
fotossensibilizador. Além disso, estd documentado que a presenca de bromo na estrutura de fotossensibilizadores,
como acontece com o BBr2HPC, favorece a sua internalizagao (Serra er a/ 2008b; Picard er aj 2009).

No que respeita a localizagdo subcelular do fotossensibilizador BBr2HPC, considerando os resultados da captaco
avaliou-se, apds 24 horas de incubagdo, a existéncia de colocalizagao com os organelos niicleo, mitocondria,
lisossomas e reticulo endoplasmatico, através de microscopia confocal. Estd documentado que a distribuicao
intracelular do fotossensibilizador define o local onde ocorrem os primeiros danos como consequéncia da reagao
fotodindmica (Uzdensky e a/ 2001; Leung er a/ 2002; Marchal ef a/ 2004) e constitui uma informagao que
pode ser correlacionada até mesmo com as vias de morte ativadas pelas células (Huang e ] 2008; Agostinis ef
al, 2011). Relativamente & colocalizagao com o niicleo, nas imagens obtidas e analisadas, nao se detetou correlagao
positiva entre a distribuicdo do fotossensibilizador BBr2HPC e este organelo. Em estudos anteriores verificou-se
que a correspondente porfirina do fotossensibilizador BBr2HPP, também ndo era capaz de atingir o nicleo celular
(Laranjo ez a/ 2013). Semelhante resultado ocorre com os fotossensibilizadores que estdo atualmente aprovados
para uso clinico os quais também nao acumulam no nicleo celular. Desta forma, danos diretos no DNA que
poderiam de algum modo originar carcinogénese ou contribuir para o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento,
sao inexistentes (Agostinis e a/ 2011). Assim estes resultados, a luz da bibliografia existente, corroboram o
reduzido ou inexistente potencial mutagénico da PDT.

Os fotossensibilizadores do grupo das porfirinas e os derivados macrociclos sao na sua maioria moléculas
lipofilicas que tém tendéncia para acumular em organelos membranares (Kolarova ef a/ 2007). A localizagdo
subcelular do Foscan®, por exemplo, foi abordada em varios estudos, que mostraram que este fotossensibilizador
pode acumular nos lisossomas, no reticulo endoplasmatico ou na mitocdndria, parecendo o padrao de localizagao
dependente do tipo de tumor e da linha celular. No entanto, ndo foram ainda postuladas hipéteses para explicar
esta distribuicao distinta (Leung ez ] 2002).

No caso do fotossensibilizador BBr2HPC verificou-se que este apresenta colocalizagao com os lisossomas, com a
mitocondria e com o reticulo endoplasmatico. No caso das células de carcinoma colorretal humano e de carcinoma
do eséfago humano, curiosamente verifica-se que a distribuicao é semelhante a nivel da mitocondria e do reticulo
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endoplasmatico, uma vez que ha sobreposicao dos intervalos de confianga obtidos para a colocalizagao. Em relagao
a acumulagao nos lisossomas, verificou-se que a acumulagao do fotossensibilizador é maior nas células de carcinoma
do esofago (0,59%0,16) do que nas células de carcinoma colorretal (0,34+0,06).

A acumulago de fotossensibilizadores em miltiplos alvos subcelulares também ja foi descrita (Begum er a/
2009). Entre os compostos tetrapirrolicos varios estudos evidenciaram que os mais eficazes tendem a acumular na
mitocdndria e nos lisossomas (Gryshuk es a/ 2006). O facto de varios fotossensibilizadores, como é o caso do
BBr2HPC, acumularem na mitocdndria contribui para explicar a apoptose que é rapidamente desencadeada em
resposta a terapia fotodinamica (Almeida ef ] 2004). No entanto, os mecanismos de fotossensibilizagao relacionados
com a localizagao nos lisossomas também podem corroborar a apoptose. A localizagao de clorinas neste organelo
ja foi anteriormente observada e ha evidéncias de que a fotossensibilizagao pode promover a libertagao de enzimas
lisossomais para o citoplasma ou a re-localizagao do sensibilizador em outros alvos nao lisossomais (Rancan et a/
2005; Ali-Seyed ef a/ 2011). Em relagdo a libertagdo de enzimas lisossomais, a libertagao de catepsina D pode
induzir a apoptose por clivagem da proteina pro-apoptotica BID, que promove perda do potencial de membrana
mitocondrial e libertagdo de citocromo-C (Ali-Seyed er a/ 2011).

A fotossensibilizagao do reticulo endoplasmatico, consequente da PDT, ndo foi muito abordada na literatura. 0
reticulo endoplasmatico desempenha fungdes chave na biossintese, segregacao e transporte de proteinas e lipidos
e também na homeostasia de (a’*. E um organelo que se localiza principalmente na regido perinuclear e esta
em interagao constante com o complexo de Golgi (Di Stasio er 2/ 2005). Alguns estudos demonstraram a
importancia da fotossensibilizagao do reticulo endoplasmatico /7 witro (Morliére ef a/ 1998; Teiten ef a/ 2003) e
verificaram a consequente desregulagio da homeostasia de Ca’* (Ritz er 2/ 2008; Begum e a/ 2009).

0 efeito fotocitotoxico do fotossensibilizador BBr2HPC foi determinado pela avaliagdo dos mecanismos de morte
por apoptose e por necrose. A necrose foi avaliada pela observagdo da perda da integridade da membrana
citoplasmatica através da capacidade de excluir o iodeto de propideo. A apoptose foi estimada pela externalizagao
de fosfatidilserina. Verificou-se que 2 horas apés o tratamento com concentragdes entre 5 nM e 500 nM ocorre
uma diminuigdo significativa (exceto nas células de carcinoma do eséfago em que a diminuigao de viabilidade no
tratamento com 5 nM nao tem significado estatistico) da populagao de células vivas que é proporcional a0 aumento
da concentragdo de fotossensibilizador. Esta diminuicao da populagao de células vivas é superior 24 horas apés o
tratamento. De modo concomitante a esta alteragdo verifica-se também aumento das populagdes de células em
morte. Tanto a apoptose como a necrose constituem resposta ao tratamento fotodindmico, no entanto, a apoptose
estd associada as concentragdes mais baixas de fotossensibilizador enquanto a necrose esta associada as
concentragdes mais elevadas. Nas células de carcinoma colorretal verifica-se aumento da populagao de células em
apoptose nos tratamentos com 50 nM e com 200 nM, um aumento de células em apoptose tardia/necrose para
os tratamentos com 200 nM (apenas 24 horas apds o tratamento) e com 500 nM e um aumento das células em
necrose nos tratamentos com 200 nM e com 500 nM. Nas células de carcinoma do esdfago também se observa o
shift do tipo de morte entre a apoptose e a necrose nas concentragdes baixas e elevadas, no entanto, estas células
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parecem ser menos suscetiveis a fotossensibilizagdo, pelo menos para o tempo de avaliagdo mais curto. Assim,
24 horas apés o tratamento verifica-se aumento da populagao de células em apoptose para todas as concentragdes
estudadas e, no tratamento com 500 nM verifica-se também aumento significativo das populagoes de células em
apoptose tardia/necrose e em necrose. Varios trabalhos mostram que o balanco entre a morte celular por apoptose
ou por necrose depende da intensidade da reacao fotodinamica (Piette ef 2/ 2003; Buytaert e ] 2007; Mikes
et a 2007; Allison & Sibata, 2010; Mroz es a 2011; Acedo er a/ 2014). Por exemplo, no caso do
fotossesnsibilizador hipericina, um estudo mostrou que o aumento da concentragao do fotossensibilizador de 1,25
para 2,5 pM alterou a resposta celular da apoptose para a necrose. No mesmo trabalho os autores verificaram
que a mesma concentragao associada a uma maior fluéncia também produzia o mesmo efeito (Kamuhabwa er a/
2001). A apoptose foi observada como modalidade predominante de morte celular quando células P388 foram
tratadas com cloroaluminoftalocianina (fotossensibilizador comummente designado ALPC) utilizando doses baixas de
luz, enquanto a necrose foi observada para doses de luz mais elevadas (Kessel e a] 2006).

A alteragdo de uma via de morte para outra com o aumento da intensidade dos danos também ja foi referida
para outro tipo de estimulos apoptoticos (Almeida es 2/ 2004) e no caso da PDT foi atribuida a produgao de
ROS muito elevada, aumento da concentragio de calcio ou deplecdo grave de ATP (Yoo & Ha, 2012). E aceite
que a PDT é um eficaz indutor de apoptose, no entanto, em concentracdes mais elevadas pode causar necrose, o
que indica que o fator que determina a via de morte é a extensdo dos de danos (Oleinick e a} 2007). Varios
autores referem também que outro mecanismo que pode afetar a ativagdo das vias de morte celular € a localizagao
subcelular do fotossensibilizador (Oleinick ez a/ 2007). No caso do fotossensibilizador BBr2HPC verificou-se que
este se localiza pelo menos em trés organelos, os lisossomas, a mitocondria e o reticulo endoplasmatico.
Possivelmente, a fotossensibilizagdo de miltiplos alvos celulares, em simultaneo, tem como resultado a ativagao
das vias de morte através de varios mecanismos moleculares.

0 potencial de membrana mitocondrial reflete a atividade da cadeia transportadora de eletrdes e a propria
fungao mitocondrial (Shao er a/ 2012). A disrupcao do potencial de membrana mitocondrial, juntamente com a
libertagao de citocromo C, Smac ou AIF, constituem os tipicos Aalmarks da apoptose (MikeSova er a/ 2013). A
disrupcao do potencial de membrana mitocondrial ja foi observada apds fotossensibilizagdo da mitocdndria (Fabris
et aj, 2001; Sasnauskiene er 2/ 2009; Shao er a/ 2012), dos lisossomas (Noodt er a/ 1999; Shao ef ] 2012) e
do reticulo endoplasmatico (Marchal er a/ 2005).

No caso do fotossensibilizador BBr2HPC verificou-se diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial de
modo dependente da concentragdo e do tempo. Duas horas apds o tratamento verificou-se uma diminuicao
significativa do potencial de membrana mitocondrial para as concentragoes de 200 nM e de 500 nM para ambas
as linhas celulares. Na avaliagao apds 24 horas, verificou-se um aumento significativo do potencial de membrana
mitocondrial para todos os tratamentos nas células de carcinoma colorretal e para os tratamentos com as
concentragoes mais elevadas (200 nM e 500 nM) nas células de carcinoma do eséfago, corroborando a hipétese
de que a dltima linha celular é menos sensivel a fotossensibilizagao. De um modo geral, verifica-se que a diminuigao
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do potencial de membrana mitocondrial esta associada aos tratamentos em que também se verificou a exposicao
da fosfatidilserina, corroborando os resultados obtidos. No entanto, nos tratamentos com as concentragdes mais
elevadas (200 nM e 500 nM) também se verificou um aumento das populagdes em necrose e, no caso das células
de carcinoma colorretal tratadas com 500 nM de BBr2HPP nao foi detetada apoptose.

A mitocdndria constitui um organelo central na execucao da morte por apoptose. A formagao de ROS apés
reagao fotodindmica mediada por fotossensibilizadores que se localizam neste organelo resulta maioritariamente
em apoptose. Quando os fotossensibilizadores se localizam noutros organelos, os danos mitocondriais também
podem ser efetores no processo de morte celular uma vez que estes podem ser propagados até a mitocondria
(Sasnauskiene ef a/ 2009). As células em que os danos fotooxidativos sao suficientes para a disrupgao do potencial
de membrana mitocdndrial ficam comprometidas com uma via de morte, mas nao necessariamente a apoptose
(Kessel & Luo, 1999).

0 Foscan® & um fotossensibilizador que se localiza principalmente no reticulo endoplasmatico e no complexo
de Golgi. Apds o tratamento de células de carcinoma colorretal com este fotossensibilizador verificou-se que tanto
a morte por apoptose como a morte por necrose estdo implicadas e, como também se verifica perda de potencial
de membrana mitocondrial, este organelo estd também igualmente implicado na resposta. Sophie Marchal e
colaboradores propuseram que a fotossensibilizagdo do reticulo endoplasmatico pode desencadear sinais que
convergem na mitocdndria, desencadeando o processo de morte de forma distinta dos fotossensibilizadores que se
acumulam neste organelo (Marchal e a] 2005).

A disrupcao do potencial de membrana indica que a mitocondria esta implicada na resposta a fotossensibilizagao
com BBr2HPC e que, podem ser ativadas tanto a via de morte por apoptose como a via de morte por necrose.
0 fotossensibilizador BBr2HPC pode ser encontrado ndo so na mitocondria mas também nos lisossomas e no
reticulo endoplasmatico. Tal como referido anteriormente, a PDT mediada por fotossensibilizadores que se localizam
na mitocondria resulta em disrupgdo do potencial de membrana mitocondrial, enquanto os fotossensibilizadores
que se acumulam nos lisossomas levam a libertagdo de enzimas proteoliticas lisossomais e os que se acumulam
no reticulo endoplasmatico levam a perda da homeostasia do calcio (Nawalany e 2/ 2012). Assim, no caso do
fotossensibilizador BBr2HPC pode ser postulada a hipotese de que a fotossensibilizagao resulta na ativagdo de uma
rede de vias celulares alternativas mas interligadas entre si, em que mitocdndria pode ser fotossensibilizada de
modo direto mas também atuar em resposta a processos upstream a este organelo.

A proteina P53 estd presente em baixa concentragdo em células normais e, em resposta a varios tipos de
stresse a sua concentragao aumenta. Este aumento de expressao da proteina P53 retarda a entrada na fase § do
cido celular até que eventuais danos no DNA sejam reparados. A P53 estd também envolvida no desencadear da
apoptose em circunstincias em que os danos s3o demasiado severos para serem reparados (Almeida er ] 2004).
A perda de fungao ou a perturbagdo das vias de regulagdo, através de mutacoes no gene da proteina P53 é uma
caracteristica da maioria dos cancros humanos. Mais de 75 % das mutagdes do gene 7P57 resultam na expressao
de uma proteina que perdeu a fungdo nativa (habitualmente designada como wild-type), que adquire funcdes
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oncogénicas e que é capaz de exercer uma fungao dominante sobre a proteina normal que, eventualmente, seja
expressa (Muller & Vousden, 2013).

Alguns estudos indicam que a P53 pode estar envolvida na resposta @ PDT, no entanto a sua fungdo exata
neste processo é controversa (Lee ef ) 2010). Apos revisao de uma série estudos em que a proteina P53 foi
avaliada em resposta a PDT foi possivel concluir que as células que expressam P53 mutada sao menos sensiveis
a fotossensibilizagdo do que células em que é P53 é normal. No entanto, a principal conclusao foi que a morte
induzida pela PDT nao é dependente da funcao da proteina P53 (Fisher e a/ 1999; Oleinick es a/ 2002).

As células de carcinoma colorretal WiDr expressam uma P53 mutada em que uma arginina estd substituida
por uma histidina no codao 273 do gene 7P57 (Garcia-Barreno ef a 1992) e as células de carcinoma do esofago
OE19 expressam uma P53 mutada associada a sindroma de Li-Fraumeni (Bulusu ef a/ 2014). Em reposta a PDT
baseada em BBr2HPC, nestas duas linhas celulares, verifica-se uma redugao da expressao da P53, dependente da
concentragao de fotossensibilizador. Na realidade a maior parte dos estudos em que a P53 foi avaliada apds
fotossensibilizagdo mostram um aumento na expressao desta proteina (Tong ef a 2000; Hajri e a/ 2002; Wei
et aj 2013). A auséncia de alteragdes também ja foi reportada num estudo em que as células de carcinoma
colorretal HT29 foram submetidas ao tratamento com hipericina (Kleban er a/ 2008). Por outro lado, quando as
células Hela foram tratadas com hipericina observou-se reducao da expressao da P53 (Mikes es 2/ 2007). Apos
o tratamento de células de melanoma com 5-ALA verificou-se um aumento da expressao da proteina P53 para o
tratamento com 10 mM e uma redugdo desta expressao apds tratamento com 20 mM, no entanto, os autores nao
apresentam nenhuma hipdtese explicativa para este resultado (Sparsa er a/ 2013).

Para além destes efeitos, a PDT pode ser indutora de hipoxia se, como consequéncia da formagao de ROS,
ocorrer deplecao de oxigénio nos tecidos (Dougherty er a 1998; Bezdetnaya e a/ 2002; Henderson er a/ 2004;
Mitra er a 2006; Verma et a/ 2007; Kushibiki e a 2008). Esta condicao, de baixa pressao parcial de oxigénio,
frequente nos tumores solidos, foi associada a uma diminuicao da expressao da proteina P53 (Schmaltz ef a/
1998; Chen er a/ 2010). Adicionalmente, em trabalhos anteriores verificou-se que a hipoxia determina, em varias
linhas celulares de cancro colorretal, incluindo as WiDr, a diminuicdo da expressao da proteina P53 (Abrantes,
2013). Assim, podemos postular a hipotese que a PDT, baseada no fotossensibilizador BBr2HPC, leva a subexpressao
da P53 de modo indireto pela geragao de hipoxia.

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias principais. Uma via é mediada pelos recetores de morte e
outra pela mitocondria. Na primeira, os recetores de superficie da familia TNF sao estimulados a ativar a caspase
iniciadora 8 através de proteinas adaptadoras e de scaffold (Almeida ef a 2004). A caspase 8, também designada
por FLICE, é uma proteina com varias isoformas que podem apresentar entre 55 e 53 kDA, na forma de proenzima,
e entre 41 e 43 kDa quando clivadas. Neste trabalho foi possivel detetar uma proteina com cerca de 55 kDa,
portanto correspondente a forma nao ativada (Scaffidi ef ] 1997; Granville et a/ 1998).

No segundo processo, a disrup¢ao da mitocdndria leva a libertagao de citocromo C para o citosol. Esta proteina
liga a Apaf-1, induz a oligomerizacdo e a formagdo do apoptossoma que ativa a caspase iniciadora 9 (Almeida ef
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al, 2004). Esta proteina, quando nao processada, a pro-caspase 9, tem 46 kDA e a subunidade maior da caspase 9
madura tem 35 kDa (Costantini & Bruey, 2002).

Em ambas as vias a ativagdo das caspases iniciadoras leva a ativagao da caspase efetora 3 (Almeida e a/
2004). A caspase 3 € a caspase efetora da apoptose mais estudada. A caspase 3 é produzida como uma proenzima
inativa de 32 kDA que é clivada num residuo de aspartato, de modo a obter uma subunidade de 12 e outra de
|7 kDa que se combinam de modo a formar a enzima ativa (0’Donovan er a/ 2003; Qian er a/ 2006; Nakajima
et al, 2014).

Neste trabalho, em resposta ao tratamento fotodindmico baseado no fotossensibilizador BBr2HPC, nas
concentragoes de 50 nM e de 200 nM, foi possivel verificar a implicagao das trés caspases estudadas no processo
de morte, tanto nas células de carcinoma colorretal como nas células de carcinoma do eséfago. No caso da efetora
caspase 3 verificou-se uma diminuicao significativa da pro-caspase 3 e um aumento da subunidade clivada (apesar
de ndo significativo para o tratamento com 50nM). De modo a verificar qual a via upstream responsavel por esta
ativagao, estudaram-se também a caspase 9 e a caspase 8.

A implicagdo da via mitocondrial era conjeturavel, dado os resultados, nomeadamente, a localizagdo do
fotossensibilizador neste organelo e as evidéncias da fotossensibilizagdo do mesmo pela disrupgao do potencial de
membrana mitocondrial, tanto nas células de carcinoma colorretal, como nas células de carcinoma do esofago.
Varios trabalhos, com varios fotossensibilizadores e em vérios tumores, comprovaram a ativagao da via mitocondrial
da apoptose apos PDT (Reiners ez ] 2002; Wild er 2/ 2005; Tian er 2/ 2006; Wu & Xing, 2006). Neste trabalho
também se verificou essa ativagao acompanhada de diminuigao significativa da pro-caspase 9 e de um aumento
da subunidade catalitica (apesar de nao significativo para as células de carcinoma colorretal).

No que concerne a via de recetores verificou-se a diminuicao significativa da expressao da pro-caspase 8, tanto
nas células de carcinoma colorretal como nas células de carcinoma do esofago (com significado estatistico apenas
para a concentragao de 200nM) o que indicia a ativagao da via extrinseca. O envolvimento da caspase 8 como
evento iniciador da apoptose, na via de recetores de morte mediada pelo recetor FAS e TNF, esta bem documentada
(Granville er a/ 1998; Ali er a, 2002; Almeida ef a/ 2004). A ativacao da via intrinseca em simultineo com a
via extrinseca também foi reportada como consequéncia da PDT (Takahashi ef 2/ 2003). No entanto, num outro
trabalho em que a pro-caspase 8 foi clivada de modo concomitante a outras caspases, e em que um inibidor
especifico da caspase 3 bloqueou a sua ativagao, os autores sugeriram que esta proteina nao devera ter um papel
iniciador neste processo mas antes, ser implicada downstream a caspase 3 de modo a alimentar um mecanismo
de feedback positivo (Granville ez 2] 1998; Piette er a/ 2003).

0 tratamento fotodindmico com base no fotossensibilizador BBr2HPC levou a ativagdo da apoptose pela via
intrinseca com contribuigdo também de proteinas da via de recetores. Como foi discutido anteriormente a morte
por necrose também estd envolvida na resposta a este processo. A morte por necrose pode ocorrer em sequéncia
da apoptose, quando os danos sao muito elevados, ou podera ser uma via ativada em paralelo. Constitui perspetiva
futura deste trabalho avaliar os principais Aallmariks envolvidos na necrose.
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Apesar de se ter comprovado que o fotossensibilizador BBr2HPC nao se localiza no niicleo celular este & um
organelo fundamental que no decurso do processo de morte é submetido a varias alteragdes. Além disto, foi
proposto que a fotossensibilizagao do nicleo celular pode ocorrer de forma indireta, por transferéncia para a
membrana nuclear de danos fotooxidativos que ocorrem primariamente no reticulo endoplasmatico, no caso de
fotossensibilizadores que se localizam neste organelo (Morliére ef a/ 1998), como é o caso do fotossensibilizador
BBr2HPC.

0 tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC nao influenciou grandemente a progressao do
cido celular, observando-se alteragdes na distribuicdo das populagoes celulares com o tratamento com a
concentragao mais elevada. Em alguns trabalhos com outros fotossensibilizadores e com outros tipos de células
tumorais, foi estudado o efeito da terapia fotodinamica na progressao do ciclo celular (Moor, 2000; Piette ef a/
2003; Mikes er a/ 2007; Kleban er a/ 2008; Gariboldi er a/ 2009). As células de carcinoma colorretal HT29
ficaram retidas na fase GO/GI apds fotossensibilizagdo, com aumento da expressdo de uma série de proteinas
tipicas do ciclo celular, nomeadamente a ciclina A, a ciclina E, a cdk-2 e a pRB (Kleban e 2/ 2008). Porém,
noutro trabalho com a mesma linha celular verificou-se bloqueio na fase G2/M (Mikes es a/ 2007). No caso da
PDT com hipericina, Kleban e colaboradores, verificaram, apds revisao bibliografica, que pode ocorrer inibicao ou
bloqueio da progressdo em varios pontos de controlo, de acordo com o tipo celular e com as condigoes do
tratamento, nomeadamente, a concentragao do fotossensibilizador e a fluéncia da luz (Kleban es a/ 2008). Nas
células de carcinoma colorretal HT-29, estes investigadores verificaram bloqueio do ciclo celular em G2/M, enquanto
em células de leucemia verificaram bloqueio na fase § de forma dependente da concentragao e do tempo (Kleban
et aj 2008). Por outro lado, num estudo com 5,15-diarilporfirinas, os autores verificaram que o tratamento
fotodindmico ndo introduziu modificagdes significativas no ciclo celular (Gariboldi e 2] 2009).

A PDT pode levar a danos no DNA nomeadamente quebras nas duas cadeias da dupla hélice de DNA, quebras
numa Gnica cadeia da dupla-hélice de DNA, oxidagdo das bases do DNA e cross-finks. O Photofrin®, por exemplo,
causou danos no DNA de modo dependente da concentragdo e da fluéncia da luz em células de glioma (Lee ef
a/, 2010). Binder e colaboradores estudaram o efeito fotodinamico de dois fotossensibilizadores de segunda geragao
nas células Hela e verificaram elevada fragmentagao do DNA para concentracdes superiores a 5 pM, o que os
levou a concluir que estas moléculas apresentam fototoxicidade elevada e poderiam ser utilizadas com sucesso em
PDT (Binder ef a/ 2011).

0 ensaio cometa, também designado eletroforese em gel de células individuais, foi desenvolvido por Ostling e
Johanson em 1984, e ¢ frequentemente usado para avaliar a genotoxicidade de diversas substancias (Choucroun
et aj, 2001; Olive & Banath, 2006). O tratamento das células de carcinoma colorretal e das células de carcinoma
do esdfago com BBr2HPC levou a obtencao de células com a forma de cometa e com a concentragao de 200nM
observou-se uma distribuicao bimodal do momento de cauda.
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Uma das consequéncias da apoptose sdo alteragdes no DNA, que sdo consideradas um evento relativamente
tardio (Bednarz e a/ 2007). Neste tipo de morte celular apesar de os organelos permanecerem intactos, o DNA
¢ digerido nos locais internucleossomais em fragmentos de 180 a 200 pares de bases (Almeida er a/ 2004).

0 tratamento com Photofrin® em células de glioblastoma também levou a fragmentagio do DNA devido &
indugdo de morte celular por apoptose (Chakrabarti er 2/ 2013). Noutro estudo com o Photofrin®, os autores
verificaram que os danos no DNA surgem mais rapido nas células da linha celular MCF7 do que nas células das
linhas celulares A549 e HUVEC e podem ser considerados uma prova da indugao de morte celular por apoptose
(Saczko et a 2008).

Farbain e colegas, compararam os danos no DNA de varios tipos de células em apoptose com células em
necrose e concluiram que o momento da cauda pode ser utilizado para diferenciar populagdes em apoptose pois
estas apresentam uma distribuicao bimodal de danos no DNA (Fairbairn & O'Neill, 1995; Fairbairn er a/ 1996).

Os resultados obtidos corroboram os de citometria de fluxo que demostraram um aumento da morte por
apoptose inicial e apoptose tardia/necrose nos tratamentos com a concentragdo de 200 nM, permitindo ainda
concluir que a dupla marcagao positiva com anexina V e iodeto de propideo correspondera a uma morte preferencial
por apoptose.

A lamina nuclear constitui uma camada proteica na superficie interna da membrana nuclear, que suporta o
envelope nuclear e proporciona locais de ancoragem para varios componentes estruturais e enzimas, como é 0
caso dos complexos de poro nuclear, componentes do citoesqueleto e a propria cromatina (Chiarini ez a/ 2008).
As laminas B sdo proteinas expressas construtivamente no nicleo e sao indispensaveis para assegurar a integridade
estrutural deste organelo. A 1amina BI ¢ responsavel por ancorar o niicleo ao citoesqueleto através da proteina
nesprina, controlar a sua orientagao na células, posicionar os cromossomas e varias enzimas, sendo fundamental
em varias fungdes nucleares (Chiarini e a/ 2008).

As laminas B também ja foram implicadas como consequéncia do processo de apoptose induzido pela PDT
(Lavie er af 1999; Chiarini ef a/ 2008; Kleban er a/ 2008). As caspases efetoras da apoptose sao capazes de
divar proteinas do citoesqueleto, incluindo as laminas, os filamentos intermediarios do citoplasma, entre outras,
resultando na desagregacao de estruturas que dependem do citoesqueleto. A clivagem da PARP ou das laminas B
constituem indicadores da agdo da caspase 3 e da caspase 7 (Oleinick e a 2002). Como consequéncia do
tratamento fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC verificou-se diminuigdo da expressao da lamina BI,
constituindo mais uma confirmagao da execugdo do processo apoptdtico.

Na reagdo fotodindmica, tal como representado na Figura 2 apds absorcao de luz, o fotossensibilizador passa
a0 estado excitado tripleto. O estado tripleto do fotossensibilizador pode reagir com um substrato celular que
posteriormente leva a producao de ROS. Esta reagao é habitualmente designada por reagao do tipo I. Na reagdo
do tipo II, o fotossensibilizador interage diretamente com o oxigénio, com transferéncia de energia, para formar
o oxigénio singleto, considerado a ROS mais importante na PDT (Triesscheijn ef ] 2006).
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A azida de sodio constitui um reconhecido guencher de oxigénio singleto (Verna e al 1998; Maisch er a/
2007) e ja foi usada anteriormente em ensaios biologicos (Ding ef aj 2004; Obata es 2/ 2009). Por sua vez, o
manitol protege (scavenger) contra radicais hidroxilo (Shen es a/ 1997; Obata e a/ 2009). Ding e colaboradores
testaram a fototoxicidade do éster-metil da hematoporfirina na presenca destes inibidores, a azida de sodio e o
d-manitol, e verificaram inibicao da reagdo fotodindmica, por ambas as espécies. Assim, estes autores concluiram
que a reacao fotodindmica, promovida por este fotossensibilizador, levou a formagao tanto de oxigénio singleto
como de radical superdxido, estando envolvidas tanto a reagao do tipo Il como a reagao do tipo |, respetivamente
(Ding et a/ 2004). A semelhanga destes estudos verificou-se que o fotossensibilizador BBr2HPC tem o seu efeito
diminuido a nivel da atividade metabdlica na presenca quer de azida de sédio quer de d-manitol. Assim, comprovou-
se a importancia do oxigénio singleto e da reacao fotodindmica do tipo Il no tratamento com o fotossensibilizador
BBr2HPC, e que, também as ROS formadas pela reagao fotodinamica do tipo | estdo envolvidas neste processo.
Para ambos os inibidores nao se verificaram diferencas no caso dos tratamentos com a concentragao de 500 nM,
possivelmente porque a concentracao de azida de sodio e de d-manitol ndo € suficiente para suprimir as ROS que
sao produzidas.

A reagdo do tipo Il determina a formagdo principalmente de oxigénio singleto que ocorre por transferéncia de
energia do fotossensibilizador para o oxigénio. Paralelamente, em alguns casos também pode ocorrer a transferéncia
de um eletrdo do fotossensibilizador para o oxigénio, o que determina a formagao de aniao superdxido. Uma vez
que a formagao desta espécie, tipicamente associada a reagdo do tipo | (Juarranz er aj 2008; Plaetzer ef a
2009; Agostinis er a 2011), ocorre também por interagao direta entre o fotossensibilizador e o oxigénio, alguns
autores também a classificam como do tipo Il (Foote, 1991). Neste trabalho, foi possivel avaliar a produgao
intracelular de anido superdxido com recurso ao dihidroetideo.

0 dihidroetideo é um composto permeabilizante da membrana celular, que pode sofrer uma oxidagao de dois
eletrdes e formar um fluoréforo, que se intercala no DNA. A reagao do dihidroetideo com o anido superdxido é
relativamente especifica, com um minimo de oxidagao induzida pelo peroxido de hidrogénio ou o acido hipocloroso
(Tarpey et aj 2004). A oxidagao intracelular do dihidroetideo tem sido analisada frequentemente em suspensdes
celulares por citometria de fluxo (Carter, 1994).

Nas células de carcinoma colorretal e nas células de carcinoma do esdfago submetidas a PDT com o
fotossensibilizador BBr2HPC verificou-se um aumento da producao intracelular de anido superoxido de forma
dependente da concentragao de fotossensibilizador. O aumento intracelular desta espécie verifica-se logo 2 horas
apds o tratamento fotodindmico e esta elevagao mantem-se 24 horas depois. A produgdo de niveis elevados de
anido superoxido é uma alteracdo espectavel apds PDT e ja foi verificada, por exemplo, nas de células
fotossensibilizadas pela hipericina (Lavie ef a/ 1999).

A dismutacdo ou reducdo do anido superoxido leva a formagdo de perdxido de hidrogénio. O perdxido de
hidrogénio, por sua vez, pode sofrer redugao de um eletrao e formar o radical hidroxilo, uma espécie altamente
oxidante (Agostinis ef 2} 2011). O diacetato de 2'7’diclorodihidrofluoresceina é uma das sondas mais frequentemente
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usadas para avaliar o estado redox das células. E um composto permeabilizante da membrana celular que é
civado por esterases intracelulares, com formagao de um intermediario menos permeabilizante, que ao ser oxidado,
produz um composto fluorescente. A fluorescéncia obtida é proporcional & concentragao de perdxidos intracelulares
(Carter, 1994; Wang & Joseph, 1999; Ihang er a/ 2008). No caso do tratamento com o fotossensibilizador
BBr2HPC, verificou-se um aumento da producao de peroxido de hidrogénio duas horas apds o tratamento com as
concentragoes de 5 nM e de 50 nM. Paralelamente, duas horas apds o tratamento com as concentragdes mais
elevadas, verificou-se uma diminuigao da produgao intracelular de perdxidos, que se acentuou passado 24 horas.
Em estudos com a NPe6, verificou-se um aumento de ROS até 30 minutos apés PDT, no entanto nao foram
investigadas estas espécies para periodos mais tardios (Liu ef 2/ 2011). No caso do fotossensibilizador phegphorbide-
2 0 aumento de perdxidos também nao se verificou para a concentragao mais elevada de fotossensibilizador (Hoi
et aj 2012). Além destes estudos, Ali-Seyed e colaboradores avaliaram a producao de perdxidos apés PDT com
Photolon™ ao longo do tempo. Estes investigadores verificaram um aumento gradual da produgio destas ROS a
partir dos 30 minutos com maximo apés uma hora, seguido de declinio até trés horas apds tratamento (Ali-Seyed
et aj 2011). Um outro estudo que corrobora os resultados obtidos é o de Zhao e colaboradores, os quais
verificaram que em células de adenocarcinoma do pulmdo fotossensibilizadas com Photofrin® a concentragio
intrecelular de ROS foi inversamente proporcional a concentragao de fotossensibilizador. A concentragao de ROS foi
maxima para a concentragao de 2,5 pg/ml e minima quando a concentragao de fotossensibilizador foi aumentada
para 10 pg/ml (Ihao er a/ 2011).

Varios autores tém referido os mecanismos citoprotetores das células tumorais para evitar os efeitos citotoxicos
da PDT. Um dos mecanismos associados a esta resposta depende das moléculas antioxidantes presentes nas células,
cuja concentragao é muito variavel entre os varios tipos de células tumorais, como é o caso de alguns aminoacidos,
da glutationa (GSH), ou da vitamina E. Outro mecanismo esta associado a expressao de enzimas capazes de
eliminar ROS, como a superoxido dismutase (Agostinis ez aj 2011).

No que concerne a atividade da SOD, as células de carcinoma colorretal e de carcinoma de eséfago apresentam
uma atividade semelhante, que se verificou aumentada 24 horas apds o tratamento fotodinamico. A eficicia da
PDT baseada em Photofrin® na linha de adenocarcinoma do célon (-26 foi avaliada num estudo em que se
verificou igualmente um aumento dos niveis de SOD apés PDT (Golab es 2/ 2003). Alids, aumento da atividade
da SOD tem sido observado em varios tipos de células apos a PDT (Hadjur e a] 1996; Agostinis er a/ 2011).

A presenca de glutatido reduzido também foi avaliada apds PDT com o fotossensibilizador BBr2HPC. Esta
molécula antioxidante é capaz de eliminar radicais livres e reduzir perdxidos (Chiou ef a/ 2010). Nas células de
carcinoma do esofago, verificou-se uma redugdo do glutatido reduzido, 2 horas apés o tratamento fotodindmico e
reposicao dos seus niveis basais, apds 24 horas. Nas células de carcinoma colorretal verificou-se também uma
redugdo do glutatido reduzido 2 horas apds o tratamento fotodindmico com reposi¢ao dos niveis basais, apos
24 horas, para as concentragdes mais baixas de fotossensibilizador e aumento significativo para com as
concentragdes de 200 nM e de 500 nM. AlteragGes na atividade do glutatido reduzido ja foram referidas apés PDT
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com varios fotossensibilizadores e em varios tipos de células (Hadjur er ] 1996; Ihang er aj 2008; Joshi &
Wang, 2010; MikeSova ez ] 2013).

§ao varios os mecanismos celulares capazes de interagir com os oxidantes para formar produtos menos reativos.
No entanto, em condicdes de elevado stresse oxidativo, tais como aqueles que ocorrem durante o PDT, esses
mecanismos citoprotetores sao insuficientes e ocorrem danos significativos nos constituintes celulares (Szokalska ef
al, 2009). Tendo em conta os resultados obtidos e apesar das alteragdes nas defesas antioxidantes das células, o
seu efeito citoprotetor ndo parece ser suficiente para limitar de forma significativa o efeito da terapia fotodindmica
com base no fotossensibilizar BBr2HPC.
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CAPITULO VIl — ESTUDOS /¥ o

Material e Metodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra,
cumprindo todas as Orientagdes da Sociedade Portuguesa de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SPCAL), a Diretiva
2010/63/EU, sempre numa perspetiva dos 3R’s (Replacement, Reduction e Refinement) em pesquisa com animais,
sempre sob a orientagao e executado por pessoal devidamente formado e creditado para o manuseamento de

animais de laboratorio.

Na continuidade dos estudos /7 vitro, e uma vez que estes estudos sao realizados em ambiente controlado, os
resultados podem nao corresponder totalmente aos obtidos num organismo vivo. Por este motivo, e sabendo que
um tumor nao é somente um conjunto de células tumorais mas sim um conjunto de células tumorais, células de
suporte e as vias de drenagem vasculares associadas, é de extrema importancia a realizagao de estudos /7 vivo
para averiguar o potencial do fotossensibilizador BBr2HPC como farmaco /n vivo. Para tal, foram utilizados ratinhos
Balb/c nu/nu. Esta estirpe foi escolhida tendo em conta que estes animais permitem o desenvolvimento de
xenotransplantes uma vez que sao animais atimicos e, portanto, deficientes em células T, pelo que aceitam com

alguma facilidade células de outra espécie.

Desenvolvimento do modelo animal

Os ratinhos Balb/c nu/nu foram adquiridos aos Laboratdrios Internacionais Charles River, Inc (Espanha) com 6
semanas de idade, mantidos em sala climatizada propria, sujeitos a ciclos de 12 horas de luz didrias, acesso livre
a ragao padrao de laboratdrio para murinos swde e agua devidamente filtrada. O bem-estar dos animais foi
verificado diariamente no decorrer do estudo. Foram utilizados 49 animais.

Para a realizagdo deste trabalho, realizaram-se xenotransplantes em ratinhos Ba/b/c nu/nu. Para tal, foram
inoculadas 107 células tumorais humanas. A linha celular selecionada foi a linha celular WiDr, de carcinoma
colorretal, também utilizada nos estudos /# wiro anteriormente descritos. As células foram inoculadas

subcutaneamente na regiao dorsal por ser uma boa drea para expansao do xenotransplante, por apresentar boa
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vascularizagao, por permitir o desenvolvimento rapido e por ser uma zona na qual a monitorizagao é bastante
simples e acessivel.

Apos a administragao das células os tumores foram monitorizados de modo a verificar o volume tumoral de
acordo com a seguinte expressao:

V_LxSZ
2

onde L corresponde ao didmetro maior do tumor e § ao didmetro menor (Grosa er a/, 2003; Chang er a/, 2004).

Tratamento fotodinimico

Quando se atingiu o volume tumoral de cerca de 250mm’, o fotossensibilizador BBr2HPC foi administrado por
via intraperitoneal. Apds a administragao do fotossensibilizador os animais foram irradiados utilizando um dispositivo
de luz laser CeramOptec Ceralas PDT com uma poténcia de 0,13 watts durante 1500 segundos perfazendo um
total de 180 joules.

Para a realizagao destes estudos os ratinhos foram divididos em 5 grupos experimentais que diferiram na
concentragao de fotossensibilizador administrada e no tempo em que foram irradiados. O grupo |, constituido por
I ratinhos, correspondeu ao grupo de controlo do estudo e, portanto, os animais nao foram submetidos a
qualquer tratamento. 0 grupo 2, constituido por 10 ratinhos, correspondeu a animais submetidos a administragao
de 0,5 mg/Kg de fotossensibilizador e a irradiagdo realizada apds 24 horas. 0 grupo 3, constituido por |l
ratinhos, correspondeu a animais submetidos @ administragao de 2 mg/Kg e a irradiagao apds 24 horas. 0 grupo 4,
constituido por 7 ratinhos, correspondeu a animais submetidos & administragao de 0,5 mg/Kg de fotossensibilizador
e a irradiagdo realizada apds 72 horas. 0 grupo 5, constituido por 10 ratinhos, correspondeu a animais submetidos
a administragao de 2 mg/Kg e a irradiagao realizada apés 72 horas.

Para a irradiagao os animais foram submetidos a anestesia. Para tal, os animais foram pesados e anestesiados
com inje¢ao intraperitoneal de 2 pl/g de uma solugao que continha uma proporcao de 3:1 de quetamina
(50 mg/ml; Ketalar®, Parke-Davis, Pfizer Laboratories Lda.) e clorpromazina (2,5 %, Largatil®, Rhdne-Poulenc
Rorer, Laboratdrios Vitoria). A quetamina é um farmaco anestésico que também promove sedagao e amnésia
anterograda por agdo direta no cortex e no sistema limbico, causando interferéncia na percecao sensoria dos
estimulos dolorosos. A clorpromazina é um farmaco do grupo dos fenotiazidicos, que sao usados com propriedades
antipsicoticas e antieméticas.

A monitorizagao dos tumores realizou-se a cada 48 horas durante |2 dias. Avaliaram-se as dimensdes do tumor
de forma a calcular a variagao de volume relativamente as dimensdes iniciais, aquando da irradiagao, segundo a

formula;
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VTR =

S|

onde VTR representa o volume tumoral relativo, V. representa o volume tumoral obtido em cada dia de
avaliagdo x € {2;4;6;8;10; 12} e V, representa o volume tumoral obtido imediatamente antes da
irradiagao.

Na analise inferencial dos estudos /7 wivo foi utilizada a estimativa de Kaplan-Meier, para avaliar o tempo
necessario para ser atingido o volume tumoral relativo de 1,5 (Heitjan e 2/ 1993). Foram tragadas curvas de
sobrevivéncia e a comparagao entre os grupos foi realizada segundo o teste /gg-rank com correcao de Bonferroni
para comparagoes mdltiplas. Considerou-se uma significancia de 5%.

Analise histopatologica

Apos a realizagao dos estudos /7 vivo e atingidos os 12 dias de monitorizagao apds a irradiagao, os animais
foram ocisados por deslocamento cervical e logo de seguida, procedeu-se a excisao dos tumores para analise
histologica em pelo menos 2 ratinhos de cada um dos grupos. As amostras foram fixadas em formalina tamponada
a 10%. Posteriormente as amostras foram desidratadas com concentragdes crescentes de alcool, diafanizadas em
xilol e embutidas em parafina. Realizou-se microtomia aleatoria e preparacao de laminas que foram coradas com
base na técnica de hematoxilina e eosina (H&E). A observagao microscopica foi realizada num microscopio Nikon
ACT-1 equipado com camara digital Nikon DMXMI20F e computador dedicado com o software Nikon eclipse 80i.

0 processamento das amostras, o exame macroscopico dos espécimes e a observagao microscopica das [aminas
coradas foram realizados no Instituto de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra.

Estudos de biodistribuigao

Com o propésito de caracterizar a biodistribuicao do fotossensibilizador BBr2HPC recorreu-se a quantificagao da
emissao de fluorescéncia do composto. Para a quantificagdo do composto utilizou-se a banda de absorgao com
um maximo em 405nm e a banda de emissao de fluorescéncia de 645nm, como representado na Figura 15.

Nos estudos de biodistribuicao utilizaram-se ratos em vez de ratinhos, pelo seu maior tamanho, e selecionou-
se a estirpe Rowett nude (RNU) que também sao animais atimicos com a mesma deficiéncia em células T que os
ratinhos Balb/c nu/nu e que, por isso, permitem o desenvolvimento de xenotransplantes.
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Para realizar os estudos de biodistribuicao utilizaram-se 36 ratos mude (ratos Rowett nude, RNU) adquiridos
aos Laboratorios Internacionais Charles River, Inc (Espanha) com 6 semanas de idade, mantidos em sala dimatizada
propria, sujeitos a ciclos de [2 horas de luz didrias, ragdo padrao de laboratério para murinos mude e agua
devidamente filtrada.

Foram inoculadas 10° células tumorais humanas da linha celular de carcinoma colorretal WiDr no dorso dos
animais. Quando os xenotransplantes atingiram um volume de 500 mm’, administrou-se o fotossensibilizador
BBr2HPC na concentragao de 3 mg/kg por via intraperitoneal. Os animais foram divididos em trés grupos que
diferiram na hora de ocisao apos administragao do fotossensibilizador: 4 horas, 24 horas e 72 horas. Durante
estes periodos de tempo os animais foram mantidos no escuro. Realizou-se a necropsia e foram colhidas amostras
dos seguintes orgaos, tecidos e fluidos: bago, bexiga, cérebro, coragao, eséfago, estdmago, figado, gonadas, intestino
delgado, intestino grosso, misculo, pancreas, pele, pulmao, rim, tirdide, tumor, sangue, conteido do estomago,
conteddo do intestino delgado, conteddo do intestino grosso e urina.

Todas as amostras foram pesadas e mantidas em recipiente apropriado sobre gelo. Cada amostra foi fracionada
mecanicamente e solubilizadas em metanol num homogeneizador de Potter-Elvehjem. O metanol, a 4°C, foi
adicionado a cada amostra numa proporcao de 1,5 ml por 200mg de tecido. Todas as amostras foram
homogeneizadas durante |0 minutos, se necessario em gelo para evitar aquecimento, transferidas para tubos de
centrifuga e mantidas em gelo. A centrifugacdo foi realizada a 4°C durante 15 minutos com uma forca de 1000G.
Os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos que foram mantidos a -20C até ao momento da quantificagao
da emissao de fluorescéncia. A emissao de fluorescéncia foi analisada no espetrometro PerkinElmer L$45, estando
as amostras a temperatura ambiente.

A concentracdo do farmaco em cada orgao foi obtida por quantificagdo através da curva de calibragao que se
mostra na Figura 16. A quantificagdo pode ser feita através da drea sob a curva e da altura do pico da curva.
A drea debaixo da curva de fluorescéncia correlaciona-se com o nimero de fotdes emitidos, o qual é diretamente
proporcional ao ndmero de moléculas fluorescentes presentes na amostra. Entre os valores experimentais, area e
altura, utilizou-se preferencialmente a area, como no caso de espetros similares ao representado na Figura 48.
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Figura 48: Espetro exemplificativo do pico a 645nm correspondente a clorina BBr2HPC, identificada no homogeneizado de um pancreas.

As alturas foram usadas em Orgaos tais como a pele, e o coragao, em que se observa a banda a 645nm
contaminada com um metabolito do tipo porfirinico, como exemplificado na Figura 49.
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Figura 49: Espetro exemplificativo de um caso em que se recorreu a quantificagdo de fotossensibilizador pela altura do pico, uma vez
que a banda a 645nm estd contaminada com um metabolito. O espetro apresentado corresponde ao homogeneizado de uma pele.

No caso do conteido do estdmago, do intestino delgado, do intestino grosso e dos respetivos conteiidos, a
excitagdo em 405 nm permite observar uma banda com maximo a 630 nm e por vezes uma banda com maximo

a 667 nm, exemplificados na Figura 50, que n2o correspondem ao composto em analise
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Figura 50: Espetros exemplificativos de um conteddo do estomago (@ esquerda) e de um conteido do intestino delgado (a direita) em
que a quantificagdo de fotossensibilizador foi realizada através do pico a 630nm, referente a porfirina correspondente da clorina
BBr2HPC.

A estrutura do metabolito emissor em 630 como foi confirmada como sendo a respetiva porfirina, cujo espetro
de emissao e de excitagao esta representado na Figura 74 (anexos V), realizou-se a sua quantificagdo tal como
descrito para a correspondente clorina. A emissdo de fluorescéncia em 667nm nao se corresponde com um (nico
composto de estrutura conhecida, como se pode constatar na Figura 75 (anexo V), pelo que ndo foi utilizado para
a quantificagao.

Resultados

Terapia Fotodinamica /n vivo

Apos os estudos /# vitro com os quais se comprovou que o fotossensibilizador BBr2HPC é captado pelas células,
produz efeito fotodindmico e induz morte celular, iniciaram-se os estudos /n vivo. Foi possivel obter um modelo
animal de xenotransplante de carcinoma colorretal de células humanas da linha celular WiDr, anteriormente
utilizada nos estudos /n witro, em ratinhos atimicos Balb/c nu/nu.

A populagao do estudo foi constituida por 49 ratinhos com xenotransplante. Destes, 11 constituiram o grupo
de controlo, de animais ndo tratados, e os restantes foram divididos em quatro grupos que foram submetidos a
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duas concentragoes de fotossensibilizador, 0,5 e 2 mg/kg, e que foram irradiados 24 ou 72 horas apés a
administragao.

Os resultados obtidos, representados na Figura 51-A, mostram a média e o desvio padrao do volume relativo
dos xenotransplantes de cada grupo. Com os valores experimentais foi ainda possivel estabelecer curvas pela
estimativa de Kaplan-Meier, representadas na Figura 51-B, em que se definiu como ponto de corte o volume
tumoral relativo superior a I,5. Desta forma, encontraram-se 35 eventos (77,4%), num universo de 49 ratinhos.

No periodo experimental de 12 dias, verificou-se que todos os ratinhos do grupo controlo atingiram o ponto
de corte definido, com um tempo médio até ao evento de 5,3 dias com um intervalo de confianca a 95% (IC95%)
de [4,3; 6,3]. No grupo submetido a uma concentragio de 0,5 mg/kg com irradiagdo apds 24 horas, 20% dos
animais nao atingiram o volume tumoral relativo de 1,5 e, apresentaram um tempo médio até ao evento de 8,4
dias; 1C95% [6,6; 10,2]. Para o grupo tratado com a mesma concentragdo mas com irradiagdo 72 apés horas a
administragdo do fotossensibilizador, [4,3% ndo atingiram o ponto de corte durante o periodo experimental,
apresentando um tempo médio de 7,4 dias; 1C95% [5,5; 9,3]. Considerando o tratamento em que a irradiagdo
foi realizada 24 horas apds a administragdo da concentragdo mais elevada, 81,8% dos ratinhos mantiveram o
volume tumoral relativo inferior a 1,5, com um tempo médio até ao evento de 10,9 dias; 1C95% [9,5; 12,3]. Por
fim, o grupo tratado com 2 mg/kg e irradiagao apds 72 horas apresentou 20% dos ratinhos com um volume
tumoral relativo inferior a 1,5 apés os I2 dias, com um tempo médio até ao evento de 8,6 dias; 1C95% [6,6;
10,6].
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Figura 51: Crescimento tumoral relativo dos xenotraplantes nos ratinhos controlo nao submetidos a tratamento e dos xenotransplantes
nos quatro grupos de ratinhos submetidos a tratamento (A). Os resultados representam a média e o erro padrdo dos valores
experimentais obtidos. A direita (B) estio representadas as curvas de Kaplan-Meier que traduzem a probabilidade de o volume tumoral
relativo atingir 1,5 vezes o volume inicial.
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A comparagao das curvas através do teste de /og-ramk mostrou a existéncia de diferencas significativas entre
os cinco grupos (p<0,001). Os tratamentos com a concentragdo mais elevada de fotossensibilizador (2 mg/kg)
mostram uma progressao tumoral significativamente inferior, tanto na irradiagao apés 24 horas (p<0,001) como
na irradiagdo apds 72 horas (p=0,018), do que no grupo controlo. No caso do tratamento com 0,5 mg/kg so se
verificaram diferencas significativas para a irradiagao apos 24h (p=0,031).

Nas comparagdes miltiplas entre os grupos dos varios tratamentos nao se verificaram diferengas com significado
estatistico. Para discriminar diferencas estatisticas entre os tratamentos seria necessario aumentar o nimero de
animais por grupo. No entanto, analisando as curvas de progressao do volume tumoral verifica-se que o tratamento
mais eficaz é o tratamento com 2 mg/kg com irradiagdo apds 24 horas. Verifica-se também que para cada
concentrago se obtém melhores resultados com a irradiagao 24 horas do que 72 horas apés administragdo do
fotossensibilizador. Apesar da menor eficicia dos tratamentos com intervalo de 72h, no tratamento com 2 mg/kg
os resultados sao ainda promissores.

A Figura 52 ilustra o crescimento tumoral de um ratinho do grupo de controlo e de um ratinho de um dos
grupos experimentais. Nas imagens do ratinho do grupo de controlo, verifica-se o aumento tumoral progressivo.
Nas imagens do ratinho submetido ao tratamento fotodinamico verifica-se o aparecimento de uma ulceragao do
tumor nos primeiros dias apds o tratamento, com redugdo do volume tumoral. De forma concomitante, verifica-se

alguma cicatrizago da zona afetada com redugao gradual da drea ulcerada.

Figura 52: Registo fotografico ilustrativo do crescimento tumoral ao longo do periodo experimental de um tumor de um ratinho do
grupo de controlo (em cima) e de um tumor de um ratinho do grupo tratado com 2 mg/kg e irradiagdo apos 24 horas (em baixo).
Os dias (D) decorridos do periodo experimental estdo identificados nas respetivas imagens.
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As imagens representativas da histologia dos tumores excisados apds o /o/low-up e a ocisdo dos ratinhos estao
representadas na Figura 53, na Figura 54, na Figura 55 e na Figura 56. A Figura 53 representa os cortes
histologicos dos ratinhos do grupo controlo. Na Figura 53-A, com uma ampliagao de [00x, é possivel observar a
arquitetura geral de um corte de um xenotransplante, em que a necrose central é envolvida por areas de padrao
solido. Na Figura 53-B, ampliada 200x, observa-se uma regiao de padrao glandular e células mucinosas com
morfologia compativel com a formagao de glandulas do intestino e areas de muco. Na Figura 53-C, com ampliagao
de 200x de uma regido periférica do xenotransplante, é possivel observar o padrao sélido com elevado indice
mitoticos e formagdes histologicas trabeculares, estruturas tubulares e macicos.

controlo. A imagem A foi obtida com ampliagao de 100x e as imagens B e C foram obtidas com ampliagao de 200x.

Os cortes histoldgicos dos xenotransplantes dos ratinhos submetidos aos varios regimes de tratamento
fotodindmico com o fotossensibilizador BBr2HPC, corados com hematoxilina e eosina, corresponderam a
adenocarcinomas com necrose central envolvida por regido periférica sélida. A periferia observaram-se seccdes com
elevado indice mittico e anisocariose, bem como formagdes de células poligonais e mucinosas de disposicao
glandular, presenga de muco e também a presenca de linfocitos no estroma.

Na Figura 54-A observa-se a arquitetura geral de um corte histolégico do tumor de um ratinho do grupo ao
qual foi administrado 0,5mg/kg com irradiagdo apds 24 horas. Na Figura 54-B, em maior ampliagdo, é possivel
observar uma grande area de muco central, o elevado indice mitdtico e presenca de anisocariose a periferia.
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Figura 54: Imagens dos cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina (H&E) de xenotransplantes submetidos a terapia
fotodindmica com 0,5 mg/kg do fotossensibilizador BBr2HPC e irradiagao apés 24 horas. Ambas as imagens foram obtidas com
ampliagdo de 40x.

As imagens da Figura 55 correspondem a cortes histoldgicos de tumores de ratinhos do grupo ao qual foi
administrado 2 mg/kg com irradiagdo apds 24 horas. Nestas imagens observa-se histologia compativel com
adenocarcinoma com padrao organoide, presenca de células mucinosas e células poligonais. A Figura 55-A evidencia
necrose central e presenca de palicada de células nos macicos da periferia e na Figura 55-B é possivel observar
o padrao solido periférico, com indice mitético elevado e anisocariose.

Figura 55: Imagens dos cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina (H&E) de xenotransplantes submetidos a terapia
fotodinamica com 2 mg/kg do fotossensibilizador BBr2HPC e irradiagdo apds 24 horas. A imagem A foi obtida com ampliagdo de 200x
e a imagem D foi obtida com ampliagdo de 400x.
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Nas imagens da Figura 56 observam-se cortes histolégicos de tumores de ratinhos do grupo ao qual foi
administrado 0,5mg/kg com irradiagao apés 72h. Na Figura 56-A observa-se a arquitetura geral de corte de um
adenocarcinoma com necrose central, e na Figura 56-B, observa-se um pormenor desta seccao que evidencia a
presenga de linfocitos no estroma.

Figura 56: Imagens dos cortes histologicos corados com hematoxilina e eosina (H&E) de xenotransplantés submetidos a terapia
fotodindmica com 0,5 mg/kg do fotossensibilizador BBr2HPC e irradiagdo apds 72 horas. A imagem A foi obtida com ampliagao de
200x e a imagem B foi obtida com ampliagdo de 400x.

No caso dos ratinhos tratados com 2 mg/kg e irradiagdo apés 24h houve alguns casos de resposta patoldgica
completa. A Figura 57 ilustra o caso de um ratinho em que n3o ha evidéncia macroscopica nem microscopica de
tumor. A observagao macroscopica, patente na Figura 57-A, mostra que ocorreu regressao tumoral completa e
ainda que a pele na regido irradiada se encontra cicatrizada. A Figura 57-B mostra a arquitetura geral da secgao
em que se pode observar o tecido celular subcutdneo sem evidéncia de células tumorais, presenca de tecido
muscular estriado e um ganglio linfatico. A Figura 57-C corresponde a uma ampliagdo da mesma seccao histologica
em que se pode observar com detalhe o ganglio linfatico com foliculos linfoides envolvido por tecido adiposo, no
qual ndo ha evidéncia de infiltragdo por células tumorais.
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Figura 57: Observagdo macroscopica (A) e microscopica (B e C) de um ratinho em qu‘e.se verificou resposta patologica completa.-A
imagem B foi obtida com uma ampliagdo de 40x e a imagem C, que corresponde a um pormenor da imagem B, foi obtida com uma
ampliagao de 400x.

Estudos de biodistribuigdo

Comprovado o efeito fotodindmico /7 wivo do fotossensibilizador BBr2HPC avaliou-se a sua biodistribuicao. A
avaliagao da concentragao de fotossensibilizador presente em cada drgao foi realizada com base na emissao de
fluorescéncia do fotossensibilizador. A Figura 48, a Figura 49 e a Figura 50 mostram espetros representativos da
emissao de fluorescéncia obtidos a partir dos homogeneizados de varios orgaos. A Figura 58, a Figura 59 e a
Figura 60 mostram a distribuiao do fotossensibilizador BBr2HPC nos varios drgaos, tecidos e fluidos extraidos dos
animais ocisados 4 horas, 24 horas e 72 horas apds administragao.

No caso do cérebro (Figura 58-A) detetou-se a presenca de fotossensibilizador em quatro de seis casos apds
4 horas, com concentragao de 0,2+0,4 ng por mg de cérebro, assim como apos 24 horas a concentragao foi de
0,6+0,9 ng por mg de cérebro, ndo tendo sido detetado em nenhum caso apds 72 horas. No coragao (Figura
58-B) a presenca de fotossensibilizador foi detetada em 50% dos casos nos trés tempos de avaliagao, com
concentragao de 0,2%0,3 ng/mg de coragao, de 0,1+0,1 ng/mg de coragao e de 0,2£0,2 ng/mg de coragao,
respetivamente 4, 24 e 72 horas apos a administragdo. O cérebro e o coragao estao entre os orgaos em que
verifica menor concentragao do fotossensibilizador BBr2HPC.

0 pulmao (Figura 58-C) apresenta uma das mais elevadas concentragdes iniciais de fotossensibilizador, com
concentragao de 3,3%1,2 ng/mg de pulmdo as 4 horas, que decresce para 1,3£0,5 ng/mg de pulmdo apos
24 horas, e para 0,6£0,6 ng/mg de pulmao com dois casos em que nao foi detetado fotossensibilizador apos
12 horas.

Relativamente aos orgaos do sistema urinario, nomeadamente na bexiga (Figura 58-D), verificou-se a distribuigao
do fotossensibilizador em quatro dos seis casos apds 4 horas, obtendo-se um valor médio de 0,1%0,1 ng/mg de
bexiga, e em todos os casos apds 24 horas, com concentragao de 0,5+0,2 ng/mg de bexiga. Neste drgao verificou-
se evidéncia de eliminagdo apds 72 horas, uma vez que ndo foi detetado composto em quatro dos seis casos,
obtendo-se um valor médio de 0,711 ng/mg de bexiga. O rim (Figura 58-E) é o 6rgdo em que se verifica
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maior concentragao de fotossensibilizador apés 4 horas, com concentragao de 8,8%1,7 ng/mg de rim, e apds
24 horas, com concentragdo de 9,8%1,7 ng/mg de rim, no entanto, apds 72 horas ha evidéncia de eliminagao
completa em quatro de seis casos, obtendo-se uma concentragao média de 0,1£0,2 ng/mg de rim.
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Figura 58: Biodistribuicao do fotossensibilizador BBr2HPC nos drgaos cérebro, coragao, pulmao, bago, gonadas, bexiga e rim 4, 24 e
12 horas apos a administragdo. Os resultados correspondem a média e ao erro padrdo das concentragdes nos Orgdos de seis animais
em cada tempo de anlise.

0 bago (Figura 58-F) esta também entre os drgaos em que se verifica maior concentragao do fotossensibilizador
BBr2HPC apés 4 horas da administragao, com concentragdo de 4,1%1,1 ng/mg de bago, e apés 24 horas, com
concentragao de 2,7%0,4 ng/mg de bago. No que concerne as 72 horas ha evidéncias de eliminagao uma vez
que nao se detetou composto em quatro de seis casos, obtendo-se uma concentragao média de 0,4+0,7 ng/mg
de bago.

Nas gonadas (Figura 58-G), apesar de se verificar uma progressio decrescente da concentragdo de
fotossensibilizador, com valores médios de 2,4+1,3 ng/mg de gonadas, de 2,I+1,1 ng/mg de gonadas e de
1,8+0,3 ng/mg de gonadas apds 4, 24 e 71 horas da administragao, respetivamente, constituem o segundo 6rgao
de maior concentragdo no tempo de avaliagdo mais tardio.
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Na Figura 59 estd representada a biodistribuicdo do fotossensibilizador BBr2HPC nos orgdos do sistema
gastrointestinal e respetivos conteidos. No esofago (Figura 59-A) observou-se uma progressdo decrescente da
concentracao de fotossensibilizador com valores de |,1£0,7 ng/mg de esofago, de 0,7%0,4 ng/mg de esofago e
de 0,4+0,4 ng/mg de esofago para cada tempo de avaliagao, respetivamente para as 4, as 24 e as 72 horas,
estando entre os orgaos de menor concentragao para todos os tempos.

0 figado (Figura 59-B) & um dos orgdos em que se verificam as concentragdes mais elevadas de
fotossensibilizador 4 horas apds a administragao, com valores de 4,3+0,7 ng/mg de figado, e 24 horas apés a
administragao com valores de 3,8+ 1,1 ng/mg de figado. Apds 72 horas verifica-se uma menor concentragao média
de composto neste drgao com valores de I,1%1,7 ng/mg de figado, nao tendo sido detetado fotossensibilizador
em quatro de seis casos. O pancreas (Figura 59-C) constitui um dos drgaos de maior captacao de fotossensibilizador
para todos os tempos estudados e verificou-se logo apds 4 horas da administragdo, uma concentragao de
1,1£2,1 ng/mg de pancreas, com retencao as 24 horas de 2,8+0,9 ng/mg de pancreas e as 72 horas de
2,8+0,7 ng/mg de pancreas.

No estdmago (Figura 59-D) verificou-se uma progressio também decrescente da concentragao de
fotossensibilizador com valores médios de 2,3+0,6 ng/mg de estomago, de 2,0+0,4 ng/mg de estomago e de
1,5+1,2 ng/mg de estdmago, respetivamente para as 4, 24 e 72 horas, ndo tendo sido detetado composto as
12 horas em quatro de seis casos. Relativamente ao conteido do estomago (Figura 59-G) verificou-se uma
concentracao de 5,3+4,7 ng/mg de conteiido, de 5,04,7 ng/mg de conteido e de 6,5%7,2 ng/mg de conteddo,
respetivamente para as 4, 24 e 72 horas.

No intestino delgado (Figura 59-E) verificou-se uma concentragao de 2,4+2,3 ng/mg de intestino delgado apds
quatro horas, de I,3%1,0 ng/mg de intestino delgado apds 24 horas e de 1,7+0,5 ng/mg de intestino delgado
apds 72 horas. No intestino grosso (Figura 59-F) verificou-se uma concentragao de 2,7+0,8 ng/mg de intestino
grosso apos quatro horas, de 1,2+0,9 ng/mg de intestino grosso apds 24 horas e de 1,6+0,9 ng/mg de intestino
grosso apos 72 horas. Os intestinos delgado e grosso estdo entre os drgaos em que se verifica maior concentragao
para o tempo de avaliagdo mais tardio. Relativamente aos conteiidos destes orgaos, verificou-se no conteido do
intestino delgado (Figura 59-H) uma concentragdo de 2,3+2,7 ng/mg de fezes as 4 horas e posterior diminuigao
até as 72 horas com uma concentragao de 0,7%0,6 ng/mg de fezes. No caso do intestino grosso verifica-se um
aumento na concentragdo de fotossensibilizador ao longo do tempo, com um valor médio de 20,0+2,3 ng/mg de
fezes as 72 horas.
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Figura 59: Biodistribuicdo do fotossensibilizador BBr2HPC nos érgaos do sistema gastrointestinal e respetivos conteidos, 4, 24 e 72
horas apds a administrago. Os resultados correspondem a média e ao erro padrao dos drgdos de seis animais em cada tempo de
anlise.
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A Figura 60 representa a distribuicao de fotossensibilizador no tumor, no misculo, na pele e no sangue. No
tumor (Figura 60-A) verificou-se uma concentragao de 1,5+0,7 ng/mg de tumor 4 horas apds a administragao,
que se manteve apds 24 horas com valores de 1,6+0,5 ng/mg de tumor, e com uma ligeira diminuigao apds
12 horas para valores de 1,2+0,2 ng/mg de tumor. No misculo (Figura 60-B) foi possivel detetar a presenca de
fotossensibilizador apés 4 horas na concentragao de 1,0£0,9 ng/mg de musculo, e evidéncias de eliminagao as
24 horas onde os valores foram de 0,9%0,6 ng/mg de misculo, e as 72 horas de 0,6%0,7 ng/mg de musculo
com dois casos em que nao se detetou composto para os dois tempos mais longos. Na pele (Figura 60-C) verificou-
se uma concentragao de fotossensibilizador de [,5%0,6 ng/mg de pele 4 horas apds a administragdo, de
0,8+0,2 ng/mg de pele 24 horas apds a administragdo e de 0,6+0,2 ng/mg de pele 72 horas apds a
administragao. No sangue (Figura 60-D) observou-se presenca do fotossensibilizador apés 4 horas na concentragao
de 0,7£04 ng/mg de sangue, e apds 24 horas a concentragdo de 0,9%0,3 ng/mg de sangue e nao se detetou
em nenhum caso apos 72 horas.

Com os resultados experimentais de cada animal foi possivel calcular a média da razao tumor/misculo. Apds
4 horas de administragao do fotossensibilizador obteve-se uma razao de 1,93+0,62, com um intervalo de confianca
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de 95% de [I,16; 2,70]; apos 24 horas uma razao de 1,50%+0,38, com um 1C95% de [I,I1; 1,90]; e, apds
12 horas uma razao de 1,3%0,75, com um 1C95% de [0,54; 2,1]. Assim, verifica-se que a concentragao no tumor
¢ significativamente superior a do musculo as 4 horas e as 24 horas (p<0,05).

A razdo tumor/pele também foi calculada, sendo apds 4 horas de administragdo do fotossensibilizador de
1,00£0,56, com um 1C95% de [0,40; 1,60]; apés 24 horas de 1,78%0,73, com um 1C95% de [I,01; 2,55]; e
1,99+0,67, com um 1095% de [1,30; 2,62] apés 72 horas. Verifica-se que a concentragdo no tumor &
significativamente superior a da pele as 24 e as 72 horas (p<0,05).
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Figura 60: Biodistribuicdo do fotossensibilizador BBr2HPC no tumor, no mdsculo, na pele e no sangue 4, 24 e 72 horas apds a
administragdo. Os resultados correspondem a média e ao erro padrao dos drgdos de seis animais em cada tempo de andlise.

Discussao

Os resultados experimentais /7 vitro demostraram a eficacia do fotossensibilizador nas linhas celulares estudadas,
comprovados por diversas técnicas e varios niveis moleculares. Os estudos /7 wivo permitem uma avaliagao do

comportamento biologico das células tumorais num organismo vivo, as interagdes com o microambiente e os
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processos criticos no desenvolvimento tumoral. Um modelo animal que visa avaliar a resposta a terapéutica, sera
naturalmente um patamar prévio a aplicagao em ensaio clinico.

A transplantagao singénica, utilizada ha mais de 25 anos, constituiu uma importante estratégia, disponivel para
estudos terapduticos pré-clinicos, sendo ainda utilizada para ensaios com imunoterapia (Rygaard & Povlsen, 1969;
Shimosato e a/ 1976; Kerbel, 2003; Kelland, 2004). A implantagao de células tumorais humanas no modelo
animal, ou xenotransplantagao, é um procedimento simples que permite a avaliagao de varios tipos de interagao
celular em contexto vivo e de diversas terapéuticas. Este método constituiu, em diversos estudos, na prova do
conceito para a posterior aplicagdo a ensaios dlinicos de fase | e Il (Kelland, 2004). Este modelo permite a
demonstragao da eficacia anti-tumoral em concentragdes que deverao ser muito inferiores as de toxicidade grave.
Nestes modelos ocorre um rapido crescimento tumoral, habitualmente subcutaneo, facilmente enucleado e
normalmente sem metastizagao. Apesar de o estabelecimento e a monitorizagao destes modelos serem bastante
simples, destacam-se também algumas limitages, como a resposta imune, que desempenha um papel fulcral no
desenvolvimento tumoral e cuja influéncia fica prejudicada com a utilizagdo de animais imunodeprimidos. Além
disto, os componentes do estroma, a vascularizagao e todos os fatores do microambiente ndo correspondem ao
ambiente nativo dos tumores e as células humanas nao estao programadas para crescer em ambiente murino.

As potenciais aplicagdes dos xenotransplantes incluem a avaliagdo pré-clinica da resposta dos tumores humanos
a varios regimes de quimioterapia, a avaliagdo de novos agentes terapéuticos, a analise da progressao tumoral a
nivel celular e molecular, a identificagao de novos agentes de terapéutica dirigida, a determinagdo de qual o
melhor esquema terapéutico e a combinagao de varios farmacos conhecidos (Jin e a/ 2010).

0Os modelos ortotopicos podem otimizar o estudo de algumas das limitagdes dos modelos com xenotransplante,
particularmente na metastizagdo. A resposta tumoral é diferente quando o tumor tem uma implantagao subcutanea
ou se se encontra no ambiente nativo, tendo sido ja demonstrado em cancro colorretal (Pocard ef a). Recentemente
tém sido descritos modelos com aparecimento tumoral espontdneo, utilizando ratos geneticamente manipulados
com mutagdes responsaveis pelo aparecimento de cancro humano (Van Dyke & Jacks, 2002; Céspedes ez /] 2006).
Estes modelos permitem o estabelecimento de relagdes causais de tumorigénese e a identificagdo de vias singénicas.
No entanto, a aplicagdo destes modelos ao desenvolvimento de novas terapias tem sido limitada, possivelmente,
devido @ capacidade limitada destes modelos replicarem o padrdo de metastizacao observado em humanos e a
dificuldade em avaliar a eficacia do farmaco (Céspedes ez a/ 2006).

Existem varios estudos /7 witro sobre a eficacia de sensibilizadores, no entanto, o mesmo nao se verifica
relativamente a sua eficicia no modelo-animal. Otimizou-se um modelo animal em ratinhos Ba/b/c nu/nu de forma
a obter desenvolvimento reprodutivel de xenotransplantes, tendo-se optado pela injecdo de 107 células,
administrados subcutaneamente na regido dorsal. Realizou-se o tratamento fotodinamico com o sensibilizador,
avaliaram-se as concentragoes de 0,5 e 2 mg/kg, irradiados as 24 ou a 72 horas apds a administragao.

Os resultados da PDT /n vivo mostraram que ambas as formulagdes ndo sdo toxicas para os ratinhos pois nao
ocorreram mortes como consequéncia da administragdo. A comparagao entre os grupos mostrou que a concentragao
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mais elevada, de 2 mg/Kg, com irradiagdo as 24 ou as 72 horas tinha diferengas significativas em relagao ao
controlo, sendo a irradiagdo apds 24 horas a estratégia mais eficaz. Varios sensibilizadores, incluindo o Photofrin®
e varias ftalocianinas, tém sido tipicamente usados em concentragdes iguais ou superiores a 5 mg/kg para realizar
a PDT e obter efeitos em xenotransplantes de carcinoma colorrectal, e, em xenotransplantes com a linha celular
HT29, o Photoftin® foi usado numa concentragio de 30mg/kg (Lim er 2/ 2009), e também noutros tipos de
cancro como o cancro da cabeca e pescogo (Reuther er a/ 2001).

0 intervalo de tempo entre a administragdo do fotossensibilizador e a irradiagao tem elevado impacto no
resultado da terapéutica /n vivo (Reuther ef aj 2001). Bourré et al, testaram uma hidroxifenil-porfirina /n vive,
e concluiram que o intervalo de 12 horas entre a injeao e a irradiagao fornece melhores resultados que 24
horas. Este composto apresenta certamente uma distribuicao e uma eliminagao rapidas (Bourré e a/ 2003). Num
estudo em que a PDT foi mediada por Foscan® observou-se que um intervalo de trés horas entre a administragdo
e a irradiagao, em tumores murinos da mama (células EMT6), obteve a melhor eficicia terapéutica (Garrier ef a]
2010). Uma vez que no nosso trabalho com o fotossensibilizador BBr2HPC se obtiveram melhores resultados
24 horas apos do que 72 horas apés a injecao, podera ser uma interessante perspetiva futura a realizagao de
estudos com um intervalo de tempo ainda menor entre a injecao e a irradiagao.

No caso do tratamento fotodindmico mediado por Foscan®, observou-se um efeito significativo sobre o carcinoma
pulmonar de Lewis /7 vivo com inibicdo do crescimento dos tumores, no entanto, apds 9 dias observou-se
recuperagao do seu potencial de crescimento (Bourré ef a/ 2003). Nos tumores de carcinoma colorretal submetidos
ao tratamento com o fotossensibilizador BBr2HPC nao se observou recuperagao de crescimento até aos 12 dias de
monitorizacao e, além disso, foi possivel obter casos de regressao tumoral completa, como se pode apreciar na
Figura 52.

Apos os 12 dias de follow-up do tratamento fotodindmico, os animais foram sacrificados tendo-se realizado a
excisdo dos xenotransplantes, o que permitiu a realizagdo de alguns estudos ex wivo. Procedeu-se a analise
histoldgica com recurso a coloragdgo com H&E. A andlise histoldgica confirmou a presenca de areas de necrose,
como se pode observar na Figura 54, na Figura 55 e na Figura 56.

Tendo em conta a geometria aproximadamente esférica do tumor, é comum a existéncia de um niicleo central
de células ndo viaveis. As células periféricas tém um suprimento sanguineo mais adequado, e por isso no centro
tumoral frequentemente ocorrem células em apoptose e/ou necrose e maioritariamente em situacao de hipoxia
(Abrantes, 2007). Nos tumores do grupo de controlo foi possivel identificar este nicleo central de células ndo
vidveis, que sofreram morte por necrose. A andlise histoldgica dos xenotransplantes submetidos ao tratamento
fotodindmico demonstrou a presenca de células mucinosas, glandulas e células poligonais assim como, elevado
indice mitético o que pode traduzir a presenga de células tumorais vidveis apds o tratamento, apesar das extensas
areas de necrose. Este facto possivelmente é indicador da necessidade de otimizagao da dosimetria do tratamento,
particularmente no que concerne as caracteristicas do feixe de luz para irradiagao. Neste trabalho a irradiagdo foi
realizada com recurso a um equipamento dedicado, que é provido de uma fibra dtica que dispersa a luz
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frontalmente, sendo utilizado apenas um feixe de irradiagao sobre o tumor. Poderia eventualmente ser vantajoso
a utilizagdo de um equipamento que permitisse a rotacao da fibra otica para varias posicdes, o que possibilitaria
a conjugagdo de varios feixes de luz e, consequentemente, uma distribuicdo de luz mais homogénea em todo o
tumor, maximizando o efeito fotodinamico.

Noutros estudos com fotossensibilizadores que tém como base a estrutura da clorina, a andlise histologica
demostrou morte por necrose (Hajri e a 2002; Lim ez a/ 2009). Nos tumores tratados com o fotossensibilizador
BBr2HPC destaca-se a presenga de linfocitos no estroma o que indica o recrutamento, ao leito tumoral, de células
do sistema imune, que, apesar de deficitario nos ratinhos Balb/c nude, apresenta um complemento normalidade
de linfocitos B e pode apresentar uma baixa propor¢o de linfocitos T de maturagao extra-timica (Mond e a/
1982; Wortis es a/ 1982). Um evento dominante na PDT é a inducao de inflamagao com rapida invasao de
células inflamatorias ativadas, incluindo linfocitos T que podem reconhecer o epitopo tumoral (Dougherty e a/
1998; Castano e 2/ 2006). A PDT demonstrou ser efetiva em gerar células imunes sensibilizadas pelos tumores
que podem ser recrutadas pelo sistema imune a distancia, gerando meméria imunitaria, conforme provou uma
administragao de esplendcitos previamente sensibilizados (Korbelik & Dougherty, 1999). Assim, foi descrito que a
irradiagdo e a rapida necrose podem provocar a libertagao de proteinas e de citocinas pelas células tumorais que
levam a regulagao positiva do sistema imunitario, tendo até sido proposto que a PDT poderia atuar de modo
semelhante a uma vacina, o que implica a existéncia de uma resposta a distancia, além o efeito local (Allison,
2014).

Ainda relativamente a anlise histoldgica, salientam-se os casos em que se verificou resposta patolégica completa
confirmada histologicamente, de que é exemplo o caso representado na Figura 57. Este resultado reforca a
perspetiva da PDT como tratamento primario do cancro. A formulagao utilizada nao evidenciou efeitos secundarios
major nas concentragdes utilizadas revelando efeito fotodinamico em baixas doses, o que a torna aliciante para
aplicagao clinica.

Os estudos /7 witro demonstraram a eficicia do fotossensibilizador testado e as vias moleculares envolvidas na
sua atividade. No entanto, a sua eficacia /7 vivo é muito influenciada pela sua biodisponibilidade. O desenvolvimento
de um fotossensibilizador ideal deve combinar seletividade para o tumor, farmacocinética favoravel, aumento da
absorcao para coeficientes proximos do infra-vermelho mas com janela fototerapéutica, entre outras caracteristicas
(Detty e a 2004). Neste sentido, é de grande relevancia avaliar a retencao no tumor e a captagao pelos diversos
orgaos.

A avaliagao da biodistribuigdo /# vivo & uma forma de prever efeitos secundarios e possiveis toxicidades numa
fase prévia a implementagdo de ensaios clinicos. A biodistribuicdo e a farmacocinética sdo dependentes da
estabilidade do farmaco em estudo. Os compostos menos estaveis sao rapidamente eliminados, ao contrario dos
mais estaveis, que permanecem mais tempo no organismo, tendo uma maior oportunidade de se acumular no
tumor, onde é desejado o seu efeito (Dabrowski ef 2/ 201 1a).
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A determinagao da concentragao de fotossensibilizador nos tecidos foi realizada, naturalmente, apés distribuicao
e metabolizagao pelo organismo. Tal como referido, quando o espectro de emissao de fluorescéncia apresentou o
pico caracteristico a 645 nm, que traduz a estrutura original do composto, este foi quantificado recorrendo a
metodologia estabelecida no capitulo V. Quando por eventuais processos de metabolizagdo o fotossensibilizador
sofreu transformagdes que deram lugar a metabolitos identificaveis, de estrutura quimica conhecida também se
realizou a quantificagdo. Foi o caso do pico em 630 nm que, através da analise do espetro de excitagao de
fluorescéncia, se comprovou corresponder a porfirina correspondente. Neste caso, e tendo em conta trabalhos
anteriores (Serra ef aj 2010), esta porfirina de estrutura quimica conhecida e de facil acesso foi utilizada como
padrdo para a quantificagao. Noutros casos, em que se observaram bandas correspondentes a metabolitos de
estrutura desconhecida estas nao foram consideradas. Esta situagdo verificou-se para alguns drgaos em que se
detetou uma banda a 667 nm cuja tentativa de identificacdo foi realizada por espetrometria de massa conforme
descrito nos anexos.

Os estudos de biodistribuicao do fotossensibilizador BBr2HPC tiveram como propésito focar na avaliagao de
varios drgaos que de algum modo podem ser implicados em vias de eliminagao ou drgaos implicados em toxicidade
relevante como € o caso do cérebro, do pulmdo e das gonadas.

Relativamente ao sistema urindrio, uma via primordial de depuragdo de metabolitos, verificou-se maior
concentragao no rim 4 horas e 24 horas apos a administracao, concordante com o pico de detecdo na bexiga, o
orgao de armazenamento, 24 horas apds a administrago, com evidéncias de eliminagao destes drgaos apos 72
horas. Estes resultados evidenciam a rapida eliminagao do fotossensibilizador BBr2HPC por via urindria.

Os drgaos reticuloendoteliais, nomeadamente o figado e o baco, apresentam concentrages elevadas 4 e 24 horas
apés a administragao. Estes orgdos possuem vasos fenestrados que permitem facil passagem de moléculas mais
complexas, e sdo importantes orgaos de depuragdo. A acumulagao nestes orgaos também pode estar relacionada
com o elevado nimero de recetores LDL (Dabrowski e a/ 2011b). A elevada concentragao no figado é consistente
com a agao deste drgao como principal responsavel pela metabolizagdo do fotossensibilizador BBr2HPC e posterior
eliminagdo por via hepatobiliar. A elevada concentragao de fotossensibilizador nos conteidos dos intestinos delgado
e grosso, com concentra¢ao naturalmente superior no segmento intestinal mais distal para tempo de avaliagdo
mais tardio (72 horas) corrobora a eliminagao hepatobiliar. Foram descritos outros fotossensibilizadores com padrao
de eliminagdo urinrio e hepatobiliar, como é o caso do Foscan® (Dabrowski er a/ 2011b). Alguns compostos tém
eliminagdo hepatobiliar preferencial, como & o caso do Photofrin® (Hajri er 2/ 2002).

As concentragdes cerebrais e cardiacas sao baixas comparativamente com as dos outros drgaos, apontando
efeitos toxicos incipientes a este nivel. Nas gonadas as concentragdes detetadas foram superiores, particularmente
para a avaliagdo 72 horas apds a administragdo, o que significa alguma tendéncia para a retengao neste orgao.
A gonada masculina tem uma produgdo de gametas, a espermatogénese, constante e ininterrupta, apontando-se
implicagdes pouco importantes a este nivel. No que respeita a reserva ovarica, o periodo de eliminagao do

172



CAPITULO VI

fotossensibilizador podera ter efeito apenas no ciclo menstrual em curso, e a eventual toxicidade ovarica podera
ser ultrapassada com a indicagao de contracecao durante a administragao do fotossensibilizador.

A razdo tumor/pele, indicativa de eventual fotossensibilidade deste orgao, decresce de 1,93 ng/mg 4 horas apés
a administragdo para 1,3 ng/mg 72 horas apés a administracdo, sendo que a concentragao de fotossensibilizador
no tumor € significativamente superior do que na pele 24 e 72 horas apés a administragao.

A concentragdo do fotossensibilizador no tumor manteve-se pouco alterada ao longo das 72 horas. Este resultado
esta de acordo com os dados bibliograficos que apontam para a acumulagao e a retengao de fotossensibilizadores
no tecido tumoral (Dabrowski e a/ 2011a). Com o objetivo de avaliar os efeitos em tecidos adjacentes ao tumor,
foi avaliada a concentragao do fotossensibilizador no misculo dos animais injetados com células de carcinoma
colorretal. No musculo, a concentragao foi inferior a do tumor, chegando a 0,6 ng/mg de misculo as 72 horas.
Assim, a concentragao no tumor € significativamente superior a0 misculo as 4 e as 24 horas apds a administragao.
Estes dados apontam para a otimizagao do resultado terapgutico se o tempo entre a administraao e a irradiagao
for de 24 horas. Como anteriormente exposto, a avaliagdo do tratamento fotodindmico /7 vivo em xenotransplantes
com células de cancro colorretal mostrou que resultados significativamente superiores para este tempo do que com
um intervalo entre a administragdo do fotossensibilizador e a irradiagao de 72 horas.

Outros fotossensibilizadores descritos apresentam razdes tumor/misculo superiores. E o caso do Photofrin® que
atingiu uma razao de 5 em células de tumor humano do cdlon 24 horas apds a administragao (Hajri ef a/ 2002)
e uma razao elevada em fibrossarcoma apds apenas 6 horas (Barinaga, 2000). O perfil descrito para o
fotossensibilizador BBr2HPC sera menos favoravel, no entanto, as concentragdes musculares sao baixas comparando
com as descritas para outros fotossensibilizadores. Neste sentido, destaca-se o caso de resposta patoldgica completa,
em que se verificou também cicatrizagdo completa no leito tumoral.
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Os resultados apresentados ao longo desta secgdo foram publicados sob a forma de artigo em revista de
especialidade com arbitragem cientifica:

Journal of Labelled Compounds and Radiopharmaceuticals, 2014, 57: [41-147. doi: 10.1002/jlcr.3180

Evaluation of a *"Tc-labelled meso-bisphenylporphyrin as a tumour image agent

Santos, P. M.*, Laranjo, M.*, Serra, A. C,, Abrantes, A. M., Pifieiro, M., Casalta-Lopes, ., Trindade, D., Maia, |.,
Rocha-Gonsalves, A. and Botelho, M. F.

*Estes autores contribuiram igualmente para este trabalho.



CAPITULO VIII

CAPITULO VIl — ESTUDOS DE QUIMICA

Material e Metodos

Antes da sua utilizagao os solventes foram purificados recorrendo a procedimentos usuais. 0 diclorometano foi
seco sobre hidreto de calcio (CaH,) e destilado. O cloroformio foi neutralizado com alumina ativa neutra. O pirrol
foi destilado antes de ser utilizado. Para a cromatografia em coluna foi utilizada silica-gel 60 (0,035=0,070 mm)
da Fluka. O 3-hidroxibenzaldeido (Sigma-Aldrich) foi recristalizado em agua e o a-bromo acetato de metilo foram
utilizados como obtidos da Aldrich. 0 9,10-dimetilantraceno (DMA; Sigma-Aldrich) foi utilizado sem purificagao
adicional. Outros reagentes de uso comum foram utilizados tal como adquiridos.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear protonica (RMN |H) foram obtidos recorrendo a espetrometro
Bruker Advance Il de 400 MHz. 0 padrao interno utilizado foi o tetrametilsilano (TMS). Os valores correspondem
ao desvio quimico em partes por milhdo (&, ppm), a primeira letra dentro do paréntesis representa a multiplicidade
do sinal, a seguir apresenta-se a integracao do sinal e, finalmente, a atribuigao do sinal. Os espectros de massa
foram obtidos num espetrometro Thermo Finnigan LCQ Advantage com ionizagao por electrospray (ESI). Os espetros
de absorcao na regiao do UV-Vis foram registados num espetrofotometro Hitachi U-2001 e num Shimadzu UV-
2100. Os espetros de fluorescéncia foram obtidos num espetrofotometro Spex Fluorolog 3.

Sintese e caraterizagdo do fotossensibilizador

A sintese da meso-bis[3,4-di(carboximetileneoxi)fenil]porfirina, que passara a ser designada por 2CPP, iniciou-
se pela sintese do 3,4-di-(metoxicarbonilmetoxi)benzaldeido. Para tal, dissolveram-se 145 mM de
3,4-dihidroxibenzaldeido em acetona num balao de fundo redondo de | I De seguida, adicionaram-se a soluao
36,2 mM de carbonato de potassio anidro (K,C0;) e 32,9 mM de c-bromoacetato de metilo. A solugao ficou em
refluxo, durante a noite, e formou-se um precipitado que se filtrou e cujo filtrado se aproveitou. Apds evaporagao
do solvente, obteve-se 1,90 g de uma massa solida.

Para a formagao do dipirriimetano, num baldo de fundo redondo adicionaram-se 288 mmol de pirrol, 20 ml
de diclorometano, 20 ml de acido acético e I8 mmol de acido tricloroacético e deixou-se reagir durante | hora
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e 30 minutos, com agitagao constante, aquecimento e refluxo. Adicionou-se uma mistura de 144 mmol de pirrol,
23 mmol de paraformaldeido e 20 ml de diclorometano e deixou-se em refluxo durante duas horas. Apds
arrefecimento, a fase organica foi lavada com uma solugao de hidroxido de sddio a 0%, de seguida com agua
e posteriormente seca com sulfato de sodio anidro. A solugdo foi concentrada em vacuo e o excesso de pirrol foi
removido por destilagdo. O dipirrilmetano foi purificado por cromatografia em camada fina com diclorometano
como eluente e obteve-se um sélido branco.

A andlise por ressondncia magnética nuclear em cloroformio deuterado (CDCl;) apresentou os seguintes sinais:
3,88 — 3,96 (s, 2H, ponte de metileno-H); 6,03 (m, 2H, 3,3, pirrol-H); 6,14 (m, 2H, 4,4, pirrol-H); 6,55 (m, 2H,
5,5, pirrol-H); 7,83 (bs, 2H, NH).

A condensagao de 10,3 moles de dipirrilmetano com 10,3 mmoles do aldeido anteriormente obtido foi realizada
em diclorometano e acido trifluoroacético. A solugao foi mantida em agitagao constante e em refluxo, no escuro,
durante a noite. Neutralizou-se com trietilamina e oxidou-se com 14,9 mM de dicianodicloroquinona (DDQ). Apds
2 horas a solugao foi evaporada até obter um sélido. Apds dissolugdo purificou-se por cromatografia em coluna
de silica utilizando como eluente uma solucao de diclorometano e de acetato de etilo (CH,Cl,/AcOEt 80/20) e,
com isto, obteve-se o dimetilester da meso-bis[3,4-bis(carboximetileneoxi)fenil]porfirina com um rendimento de
21%.

A andlise por ressondncia magnética nuclear em cloroformio deuterado (CDCl;) apresentou os seguintes sinais:
3,14 (s, 2H, NH); 3,70-4,00 (m, 12H, OCH3); 4,92-5,05 (m, 8H, OCH2); 7,29 (m, 2H, Ph); 7,84 (m, 4H, Ph); 9,09
(d, ]=3.3Hz, 4H, B-H); 9,39 (d, J=3.3Hz, 4H, B-H); 10,29 (s, 2H, meso-H). A espetrometria de massa com
ionizagdo de electrospray do composto apresentou um valor de [MH]™ 837.

Para a hidrdlise do diester de porfirina anteriormente preparado, solubilizaram-se 7,97 mmoles do composto
em |5 ml tetrahidrofurano. A esta solucao adicionaram-se 142,6 mmoles de uma solucao aquosa de hidroxido de
potassio (KOH). A mistura foi deixada em agitagdo, em atmosfera de azoto, protegida da luz, durante a noite.
Neutralizou-se com acido acético, evaporou-se o solvente e o precipitado foi filtrado. Obteve-se um sdlido vermelho
que foi lavado com metanol e se deixou secar em estufa aquecida. Obteve-se a meso-bis[3,4-
bis(carboximethleneoxi)fenil]porfirina com um rendimento de 88%.

A anilise por ressondncia magnética nuclear em dagua deuterada/dimetilsulfoxido (D,0/DSMO) apresentou os
seguintes sinais: 4,55 (m, 8H, OCH2); 7,27 (d, 2H, |=6Hz, Ph); 7,71— 7,62 (m, 4H, Ph); 9,15 (d, ]=3.6Hz, 4H,
B-H); 9,58 (d, |=3.6Hz, 4H, B-H); 10,53 (s, 2H, meso-H). A espetrometria de massa com ionizagao de electrospray
do composto apresentou um valor de [MH]* 758.

Todos os estudos foto-fisicos foram realizados utilizando solugdes do fotossensibilizador 2CPP em metanol. Os
coeficientes de extingdo foram calculados através da lei de Beer-Lambert, com solugdes de concentragao de
Ix10 a IxI07 M.
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Resultados

0 dipirrilmetano e o dimetil ester da meso bis[(carboximetilneoxi)fenil]benzaldeido, reagentes indispensaveis a
sintese da porfirina 2CPP, foram obtidos através de métodos conhecidos da literatura e posteriormente condensados
para obter a porfirina 2CPP, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 61, com um rendimento de 88%.

A espetrometria de massa do composto 2CPP (CyHyN4013) apresentou um valor de [MH]* 758 para um valor
tedrico de [M]* 754,7. No espectro de ressondncia magnética nuclear é de salientar o sinal em 10,53 (s, 2H,
meso-H) que confirma a formagao de uma porfirina 5,15-substituida, e o sinal em 4,55 (m, 8H, O0CH2)
correspondente ao grupo metil do substituinte, que confirma a presenca de quatro grupos carboxilato por nicleo

porfirinico.

HOOCH;CO Q O OCH;COOH

HOOCH,CO OCH;COOH

Figura 61: Estrutura quimica do fotossensibilizador 2CPP.

Os espetros de absorcao, de emissao de fluorescéncia e de excitagao de fluorescéncia estao representados na
Figura 62.

0 espetro de absorcao do fotossensibilizador em metanol mostra dois tipos de transicdes diferentes entre os
400 e os 600 nm. Observa-se a banda Soret, tipica deste tipo de compostos, correspondente a uma transiao
B(0,0) em 406 nm, e as bandas Q em 509, 545, e 626 nM.

0 espetro de fluorescéncia apresenta uma banda {nica com um maximo em 655 nm correspondente a transicao
Q(0,0) com um desvio de Stokes de aproximadamente 20 nM. O espetro de excitagao de fluorescéncia, obtido
para a emissao em 655 nm, é apresentado com metade da intensidade do espetro de absorcdo, uma vez que é
em tudo similar ao espetro de absor¢ao corroborando a pureza do composto obtido.
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Figura 62 Espetros de absor¢do, de emissdo de fluorescéncia e de excitagdo de fluorescéncia do 2CPP. Os valores maximos de absorgao
e de emissao de fluorescéncia foram normalizados a | e o valor maximo do espetro de excitagdo de fluorescéncia foi normalizado a
metade desse valor utilizando o software Orgin & Os resultados expressam a média de trés experiéncias independentes.

Discussao

A preparagao de uma porfirina com uma estrutura adequada a complexagdo com um metal com um raio
atémico grande tal como o tecnécio-99 metastével (*™Tc) requer a modificagio da periferia da porfirina, de modo
a integrar um local de coordenagao na estrutura porfirinica. A estratégia passou pela sintese de um aldeido com
dois grupos metilenocarboxilato em posigdes orto.

Com o objetivo de manter alguma analogia estrutural com o fotossensibilizador desenvolvido para terapéutica
(Parte 1l — Secao A), de minimizar o nimero de locais de fixagao de metal e de manter a anfifilicidade, optou-
se pela sintese de uma porfirina 5,15-substituida, recorrendo a metodologia j& descrita na sintese do
fotossensibilizador BBr2HPC. Apds o isolamento e a purificagdo, através de cromatografia em coluna, obteve-se a
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porfirina com um rendimento de 27%. Para assegurar uma boa complexagdo com o metal, os grupos éster da
porfirina foram hidrolisados de modo a originar a estrutura complexante dos acidos carboxilicos, obtendo-se a
porfirina com 4 grupos carboxilicos, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 61, com um rendimento
de 88% apds recristalizagao.

0 fotossensibilizador 2CPP foi obtido através de procedimentos desenvolvidos para a sintese de porfirinas 5,15-
substituidas. A marcagdo de porfirinas com emissores de radiagio gama, tal como o *™Tc, tem sido realizada em
porfirinas simétricas tetrasubstituidas (Chatterjee e a 1997; Murugesan ef a/ 2001a, 2002; Jia er a/ 2008). Esta
marcagao requer a introducao de grupos quelantes na molécula, isto é, substituintes dicarboxilato em posigdes
adjacentes ou a introducao de derivados de agentes quelantes conhecidos como o DTPA (Murugesan ef a/ 20014,
2002; Jia et a/ 2008). Qualquer um destes residuos que permite ligar a um metal € hidrofilico e, a sua introdugao
na estrutura, modifica muito a solubilidade em agua da porfirina, pelo que se optou por seguir uma estratégia
de sintese que permite a obtencao da porfirina com menos grupos ligantes e assegurar alguma anfifilicidade. A
incorporagao do grupo 3,4-(carboximetileneoxi)fenil foi realizada porque este grupo ja tinha sido utilizado
anteriormente para complexar isotopos como o *™Tc, no caso de porfirinas tetrasubstituidas (Murugesan er 2/
2002; Jia et a/ 2008). Deste modo foi possivel obter uma estrutura quimica com uma geometria mais proxima
do fotossensibilizador BBr2HPC, alvo dos estudos descritos na Parte Il — Seccdo A, e também do fotossensibilizador
BBr2HPP, anteriormente estudado (Serra ef 2/ 2010; Laranjo er a/ 2013).

Com o procedimento desenvolvido obteve-se a estrutura organica capaz de complexar com o metal radioativo
para prosseguir com os estudos de marcagao.
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CAPITULO IX — ESTUDOS /¥ WITRO

Material e Metodos

Marcagio do 2CPP com **"T¢

Apés a sintese da porfirina, procedeu-se a otimizagdo do procedimento de marcagdo com *"Tc. A optimizagdo
de um processo de marcagao simples e reprodutivel foi conseguida por tentativa e erro, através da variagao de
varios parametros. A massa do ligando utilizada variou entre 0,1 a 2 mg. O agente redutor selecionado foi o
cloreto estanhoso dihidratado (SnCl,.2H,0, Sigma 208035), cujas massas testadas foram de 10, 15, 20, 30, 40 e
60 pg. Foram também testadas varias temperaturas, nomeadamente, a temperatura ambiente (23£3°C), 40, 55,
80 e 100°C; e varios valores de pH, entre 5,0 e 8,0. De modo a estimar o efeito de cada um destes parametros
individualmente na eficiéncia de marcagao, os restantes foram mantidos constantes.

Finalmente, o protocolo de marcagao, que se estabeleceu consistiu na preparagao de um kit com 200 pL de
uma solugdo 2 mg/mlL de ligando em agua bidestilada esterilizada, pH ajustado para 7,0, que foi reservado em
frasco selado com atmosfera saturada em argon. Imediatamente antes da marcagao adicionaram-se 15 plL de uma
solugdo | mg/mlL de cloreto estanhoso em acido cloridrico (HCl) 0,1 N. Adicionaram-se 162,9+2,8 MBq de
pertecnetato de sédio ("TcO,;Na) num volume de 0,5 mlL, misturou-se em vértex durante alguns segundos e
deixou-se repousar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Controlo de qualidade

A microcromatografia ascendente em camada fina é um método comum para a determinagao da pureza
radioquimica de complexos tecneciados. Esta metodologia permite a separagao dos componentes da amostra,
através da migragao do eluente, ou solvente, ao longo da componente adsorvente. De acordo com a afinidade e
a solubilidade dos componentes da amostra, para com a fase estacionaria e a fase movel, respetivamente, a
migragio ocorre a diferentes velocidades (Abrantes, 2007). A pureza radioquimica do complexo **"Tc-2CPP foi
avaliada com esta metodologia.
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No caso das complexagBes com "¢, as principais impurezas radioquimicas sdo o pertecnetato livre e as formas
coloidais resultantes da hidrolise do pertecnetato, que formam complexo de tecnécio reduzido-hidrolisado. No
processo de separagao cromatografica, cada componente da amostra é considerado tendo em conta a razao entre
a distancia percorrida ao longo da fase estaciondria e a distancia percorrida pela frente do solvente. Esta razao
¢ habitualmente designada por fator de retengao (Rf, do inglés, retention factor).

A pureza radioquimica da formulagao obtida foi quantificada como a percentagem de radioatividade presente
com a forma quimica desejada relativamente a radioatividade total. No caso do complexo desenvolvido optimizaram-
se dois sistemas de microcromatografia ascendente independentes uma vez que, como referido, podem existir duas
espécies contaminantes. Conforme descrito na Tabela 6, para quantificar a presenca de tecnécio livre utilizaram-se
tiras de papel de cromatografia Whatman N° | (Whatman Cromatography Products) com 10 cm de comprimento
e | cm de largura como fase estaciondria e acetona como fase mével. Para separar o complexo *"Tc-2CPP
utilizaram-se tiras de silica gel (Instant Thin Layer Cromatography-Silica Gel, ITLC-SG, Pall Corporation) com a
mesma dimens3o como fase estacionaria e uma solugao de acetona, agua e hidroxido de amoénia (1;20;0,8, v/v)
como fase movel. Na Tabela 6 estio também representados os fatores de retencao de cada componente da
formulagao desenvolvida

Tabela 6: Valores dos fatores de retengdo (Rf, do inglés, retention factor) para o *mTc-livre, #mTc-R/H e *"Tc-2CPP determinados por
microcromatografia de camada fina.

Fase Estacionaria Fase Movel Rf (nTc livre) | Rf (R/H *nTc) | Rf (*mTc-2CPP)

Whatman® N°| Acetona 1,0 0,0 0,0
Acetona, Agua, Hidroxido de Amonio

ITLC-SG 1,0 0,0 1,0
(1;20;0,8, v/v)

Os controlos de qualidade foram realizados 20, 60, 120, 180, 240 e 360 minutos apds a preparagao da
formulagao. Para tal, colocou-se | ml de eluente em tina propria para cromatografia e 2 pl da formulagao
preparada na origem da fase estacionaria. As tiras foram colocadas no interior das tinas e aguardou-se a migragao
da frente do solvente ao longo de toda a fase estaciondria. Posteriormente, foram adquiridas imagens das tiras
numa camara-gama GE 400 AC, através da obtencao de uma imagem estatica com uma matriz de 128x128 pixels,
zoom |, durante 30 segundos. As imagens foram processadas numa estagao de processamento Xeleris, através do
desenho de duas regides de interesse (ROI, do inglés regrons of interess), a primeira correspondente a distancia
percorrida pela frente do solvente e a segunda correspondente a metade dessa distancia a partir da origem. A
primeira ROI forneceu a informagao acerca da radioatividade total e a segunda acerca da radioatividade presente
na metade inferior da tira. A percentagem de cada um dos componentes presentes na formulagdo foi determinada
através das seguintes equacdes, em que a primeira corresponde ao sistema de fase estaconaria Whatman® N°I,
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a segunda corresponde ao sistema de fase estacondria ITLC-SG, e dltima permite a determinagdo da pureza
radioquimca com base nos calculos das duas primeiras equagoes.

Atividade
99m — Base
TcO,; = (1 — > x 100
“e Atividader g
Atividade
99m Base
T.RH=<1— )xlOO

c-R/ Atividaderyiq

PMTc.2CPP = 100 — (**"TcO; + *™Tc.R/H)

Estabilidade no soro sanguineo humano

A estabilidade da marcagio do complexo *"Tc-2CPP no soro sanguineo humano foi determinada através da
metodologia de microcromatografia ascendente em camada fina descrita anteriormente. Para tal, preparam-se
amostras de 0,5 ml de soro sanguineo humano as quais se adicionaram 1,6 MBq da formulagdo e se incubou a
31°C. Apos 30, 120 e 360 minutos retiraram-se amostras com um volume de 5 pl para avaliar a pureza
radioquimica.

Determinagéo do coeficiente de parti¢do

0 coeficiente de particao é a razao de concentragdes de um composto entre duas fases, uma aquosa e outra
organica, e utiliza dois solventes imisciveis em equilibrio. O coeficiente de particao, constitui uma medida da
diferenca de solubilidade de um dado composto entre esses dois solventes e, portanto, da-nos uma indicagao do
caracter hidrofdbico ou hidrofilico da substancia. Para este trabalho utilizaram-se como solventes a agua e o
octanol, amplamente descritos na literatura. Para esta avaliagao preparou-se uma mistura de | ml de [-octanol
(Sigma 04500) e de | ml de uma solugo de NaCl a 0,9%, & qual se adicionaram 16 MBq de ""Tc-2(PP, e
agitou-se em vortex e deixou-se repousar durante 5 minutos. Foram retiradas de cada fase amostras de igual
volume que foram medidas num contador de pogo DPC Gamma C12. O coeficiente de particao (log P) foi calculado
com base na fungdo logaritmica seguinte.

[cpm]octanol)

logP =1
°9 0g< [cpm]agua

em que Cpm representa as contagens por minuto.
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Estudos de captagdo

Os estudos de captagio do complexo *™Tc-2CPP foram realizados no LigandTracer®Yellow (Ridgeviewlnstruments
AB, Sweden), um equipamento dedicado a este fim, através da avaliagao das contagens por minuto entre uma
area ativa e uma regido de referéncia.

Os estudos de captagao foram realizados em células de carcinoma colorretal, a linha WiDr, e em células de
carcinoma do pulmao, designadas H1299. Estas células foram cultivadas no meio de cultura DMEM e mantidas a
31°C, em atmosfera himida com 5% de (0, e 95% de ar, de acordo com os procedimentos anteriormente
descritos. Foram preparadas suspensdes celulares com 2x10¢ células, que se deixaram aderir durante a noite, numa
area especifica de uma placa de Petri. No momento da realizagao dos estudos, a placa foi colocada no suporte
dedicado do equipamento, que, pelo posicionamento, retém o meio de cultura na regiao inferior da placa, e foram
adicionados 0,925 MBg/mL de *"Tc-2CPP. No decorrer do estudo a placa é feita rodar pelo equipamento e, a
cada rotagao, a area com células alterna entre a zona inferior com meio de cultura e zona superior onde esta o
detetor. Os estudos decorreram ao longo de 120 minutos.

Avaliagao da fototoxicidade

Apds a sintese e a caraterizagao do composto 2CPP pretendeu-se avaliar a sua eventual fotocitotoxicidade.
Utilizaram-se as linhas celulares WiDr e H1299 que foram submetidas ao tratamento fotodinamico de modo
semelhante ao descrito para o fotossensibilizador BBr2HPC.

Para tal foram preparadas suspensdes das linhas celulares referidas na concentragio de 8x10° células/ml, que
foram distribuidas por placas de 48 pogos, contendo cada pogo um volume final de 600 pL. Estas placas foram
incubadas durante a noite de forma a permitir a adesdo das células as mesmas.

0 fotossensibilizador 2CPP foi adicionado em concentragdes variaveis entre | pM e 200 pM. Em todos os
ensaios foram realizados dois controlos: culturas celulares n3o tratadas e culturas celulares em que se adicionou
o veiculo de administragao do sensibilizador, neste caso uma solugao constituida por H,0/PEGy/EtOH (50/30/20,
vIVIv).

As culturas celulares foram incubadas durante 24 horas com a concentragao do fotossensibilizador pretendida.
Apos este periodo de tempo, realizou-se uma lavagem com PBS, que garantiu que todo o fotossensibilizador nao
internalizado pelas células fosse removido, e colocou-se meio de cultura novo. As culturas foram irradiadas com
um fluxo de 7,5 mW/cm? até atingir uma energia total de 10 ). A anlise da atividade metabdlica foi realizada
24, 48 e T2 horas apés o tratamento fotodinamico.

Para avaliar o efeito dos sensibilizadores na atividade metabdlica foi realizado o ensaio do MTT. Para a avaliagdo
da atividade metabolica o meio das culturas celulares foi aspirado e procedeu-se a uma lavagem com PBS a cada
pogo. Posteriormente, em cada pogo, colocaram-se 100 pL de uma solugdo de MTT (0,5 mg/ml; Sigma M2128)
em PBS, com pH de 7,4, e incubou-se, no escuro, a temperatura de 37 °C durante 4 horas. De forma a solubilizar
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os cristais de formazano obtidos acrescentou-se a cada pogo 100 plL de uma solugdo 0,04 M de acido cloridrico
em isopropanol e deixaram-se as placas em agitagdo durante 30 minutos. O conteido de cada pogo foi
posteriormente homogeneizado e transferido para uma placa de 96 pogos, e a absorvancia foi quantificada a
570 nm com um filtro de referéncia de 620 nm, usando o espetrofotémetro Biotek® Synergy HT.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® versdo 20. A andlise descritiva foi
expressa utilizando média + desvio-padrao para as variaveis quantitativas.

Na andlise inferencial, a avaliagdo da normalidade da distribuicdo das varidveis quantitativas foi feita de acordo
com o teste de Shapiro-Wilk, com o objectivo de determinar a utilizagdo de testes paramétricos ou nao paramétricos
nas comparagoes pretendidas.

As comparagdes entre as linhas celulares foram realizadas com recurso ao teste ANOVA de um fator (teste
paramétrico), no caso de existir normalidade da distribuicao e homogeneidade de varidncias, ou ao teste de
Kruskal-Wallis (teste nao paramétrico) em caso contrario. As comparagoes mdltiplas foram realizadas com a
corregao de Bonferroni.

A avaliagdo da estabilidade do complexo foi feita pela comparagao da eficiéncia de marcagao em diferentes
tempos, tendo sido utilizado o teste de Friedman.

Nos estudos de captagdo, os dados experimentais para cada linha celular obtidos foram ajustados a uma funcao
exponencial de dois parametros, utilizando o software OriginPro versao 8.0 (OriginLab).

Foi considerado um valor de significincia de 5 % para todas as comparagdes.

Resultados

Foi possivel otimizar um procedimento de marcacao estavel e reprodutivel, através da variagdo de diversos
pardmetros. 0 procedimento de marcagdo consistiu na preparagao de um kit com 200 pL de uma solugdo
2 mg/mL de ligando em éagua bidestilada esterilizada, pH ajustado para 7,0, em frasco selado com atmosfera
saturada em drgon, ao qual foram adicionados |5 pL de uma solugdo | mg/mL de cloreto estanhoso em acido
cloridrico (HCl) a 0,1 N e 162,9+2,8 MBq de pertecnetato de sodio (*"TcO,;Na) num volume de 0,5 mL, i
temperatura ambiente.

187



FOTOSSENSIBILIZADORES PARA TERAPIA E IMAGEM EM ONCOLOGIA

Paralelamente a otimizagao do procedimento de marcagao do fotossensibilizador foi possivel desenvolver um
sistema de controlo de qualidade com quantificagio da pureza radioquimica do "™Tc-2(PP com base em
microcromatografia ascendente em camada fina, descrito na Tabela 6.

A Figura 63 representa o efeito do pH, da massa de cloreto estanhoso e da temperatura na pureza radioquimica
do complexo marcado. No que diz respeito ao pH verificou-se a maior pureza radioquimica com o valor de 7,
havendo um aumento da percentagem da forma livre de tecnécio e da forma de *"TC reduzida/hidrolisada com
pH mais elevado. Relativamente @ massa de agente redutor verificou-se que a adicdgo de 15 pg de cloreto
estanhoso ao kit constituiu a melhor op¢ao para a marcagao do fotossensibilizador. Quanto ao efeito da temperatura

verificou-se que o aquecimento aumenta a formagdo da espécie de *"Tc reduzida/hidrolisada, sendo a temperatura
ambiente a melhor opgao.
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Figura 63: Efeito do pH, da massa de agente redutor e da temperatura na pureza radioquimica do complexo *Tc-2CPP. Os resultados
representam a média e o desvio padrao de trés experiéncias independentes.

Com a utilizagdo dos parametros descritos obtiveram-se as eficiéncias de marcagao representadas nos graficos
da Figura 64 de 92,5+0,48%, para o tempo de 20 minutos apés a marcagdo. O complexo mantem-se estavel ao
longo de 4 horas e, posteriormente, verifica-se uma pequena diminuicao da pureza radioquimica. De facto verificam-
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se diferencas estatisticamente significativas entre os 20 e os 300 minutos e também entre os 20 e os 360 minutos
(p=0,022).

A estabilidade do complexo em soro sanguineo humano, a temperatura de 37°C, estd representada no grafico
da Figura 64. Apds 30 minutos de marcagdo obteve-se uma pureza radioquimica de 86,5+2,8% que se manteve
constante.
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Figura 64: Pureza radioquimica do complexo *mTc-2(PP /n witro (a esquerda, A) e no soro sanguineo humano (a direita, B). Os
resultados representam a média e o desvio padrao de pelo menos trés ensaios.

0 complexo *™Tc-2CPP revelou ser um composto hidrofilico, uma vez que o valor do coeficiente de particao
determinado a pH=7 foi igual a I.

A captagdo do complexo *™Tc-2CPP, representada nos graficos da Figura 65, aumentou ao longo do tempo nas
células de carcinoma colorretal (WiDr) e nas células de carcinoma do pulmao (H1299), em que as captagdes
maximas foram de 2,44%0,60 % para as primeiras e de 2,63%0,99% para as segundas.
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Figura 65: Perfil de captagdo do complexo *"Tc-2CPP pelas células de carcinoma colorretal WiDr e pelas células de carcinoma do
pulmdo H1299. Os resultados representam a média e o desvio padrdo de cinco ensaios.
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A fototoxicidade do fotossensibilizador foi avaliada nas mesmas linhas celulares e, embora se tenha verificado
redugdo da atividade metabolica, como se pode observar nos graficos da Figura 66, nao foi possivel calcular o
valor de 1Cso que é superior & concentragdo maxima testada.

WiDr H1299
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Figura 66: Perfis de dose-resposta das células de carcinoma colorretal (2 esquerda) e das células de carcinoma do pulmdo (2 direita)
24, 48 e T2 horas apés o tratamento fotodindmico. Os resultados representam a média e o desvio padrao de seis ensaios.

Discussao

Pretendeu-se desenvolver e otimizar um protocolo de marcagao radioativa do fotossensibilizador 2CPP com
tecnécio-99 metastavel. Este radionuclideo, emissor de fotao simples, é o radioisotopo mais utilizado na pratica
dinica em medicina nuclear pelas suas caracteristicas favoraveis, nomeadamente disponibilidade e baixo custo,
tempo de semi-vida de aproximadamente 6 horas e energia de 140 KeV, ideais para a aquisicao de imagem numa
camara-gama (Abrantes, 2007). O tecnécio-99 metastavel é um metal de transicao e pode formar complexos com
metais com caréncia de eletrdes e com atomos suscetiveis de partilhar eletrdes, como € o caso do oxigénio, do
enxofre, do azoto, ou do fosforo. Para além disso, este radionuclideo pode apresentar estados de oxidagao variaveis
entre -1 e +7, o que permite a sua complexagao com varios quelantes (olle, 2007). Este radioisotopo é obtido
a partir de um gerador de molibdénio/tecnécio com o estado de oxidagdo +7. Assim, para possibilitar a
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complexagdo, é necessaria a adi¢do de um agente redutor para que o estado de oxidagao baixe (Hung ef a/
1996; Mattos er aj 2012). O cloreto estanhoso dihidratado é um dos agentes redutores mais usados, porém é
necessario otimizar a sua massa de modo a maximizar a redugdo do tecnécio-99 metastavel e evitar o excesso
que leva a formagao de impurezas radioquimicas (Hung er 2/ 1996). Nesta formulagao verificou-se que I5 pg de
cloreto estanhoso dihidratado possibilitava a maior eficiéncia de marcagao e que o seu aumento leva a formagao
de "™Tc reduzido/hidrolisado. Pela sua ficil oxidacdo, a utilizagdo deste agente redutor obriga a purgar todas as
amostras e solugdes com um gas inerte como o argon. Houve também necessidade de avaliar e de otimizar o
efeito do pH na pureza radioquimica, como esta referenciado na Figura 63. O estanho (Sn’*) torna-se insolivel
em solugdes alcalinas a neutras (Mattos ef 2/ 2012), no entanto, o pH alcalino contribui para a desprotonagao
dos grupos carboxilicos e, no caso do fotossensibilizador 2CPP pode facilitar a complexagao com o radioisétopo.
Deste modo, nesta formulagao atingiu-se um compromisso entre estes fatores com pH igual a 7. A temperatura
também influencia a marcagdo radioquimica, sendo o aquecimento um requisito para a preparagao de muitos
radiofarmacos, no entanto, a temperatura excessiva pode levar a formagao de impurezas radioquimicas
(Vallabhajosula e a/ 2010). Neste processo de marcagao verificou-se que o aquecimento esta associado a diminuigao
da pureza radioquimica da formulagao, pela formagao da espécie reduzida/hidrolisada. Foi possivel obter uma
formulagao estavel no tempo, a temperatura ambiente, com eficiéncia maxima da reagao aos 20 minutos, sendo
por isso uma reagdo rapida. Obteve-se uma formulagao farmacéutica estabilizada, assim como um procedimento
de marcagao simples e reprodutivel, estavel no tempo /7 witro e no soro humano.

A possibilidade de associar a terapia fotodinamica @ medicina nuclear, através da marcagao radioativa de
fotossensibilizadores, foi considerada uma abordagem promissora (Pandey ef a/ 2006). O tecnécio-99 metastavel
foi utilizado para a marcagao de alguns fotossensibilizadores (Wong ez a/ 1983; Schuitmaker ef 2/ 1993; Murugesan
et al, 2001b). Murugesan e colaboradores radiomarcaram alguns fotossensibilizadores tetrasubstituidos (Chatterjee
et al 1997; Murugesan ef a 2001c, 2002). O procedimento de controlo de qualidade, com base em
microcromatografia ascendente em camada fina, adotado para o complexo *™Tc-2CPP, foi adaptado e otimizado
a partir do anteriormente referenciado por estes autores (Murugesan ez a/ 2001c), uma vez que o fotossensibilizador
2(PP tem algumas caracteristicas em comum com o fotossensibilizador referido pelos mesmos autores,
nomeadamente, a presenca de grupos carboxilicos que conferem hidrofilicidade @ molécula.

0 coeficiente de particao (log P) é uma medida da distribuicdo de um composto de entre um sistema de duas
fases, o n-octanol e a agua. Os compostos que apresentam valores de P inferiores a 10 sdo soldveis em agua,
enquanto os valores de P superiores a 10* s3o considerados muito hidrofobicos (Wang e a/ 2010a). No caso
proposto, o valor de log-P determinado (com o pH igual a 7) foi de I, pelo que o complexo *"Tc-2CPP é um
composto hidrofilico. Esta elevada hidrofilicidade sera devida sobretudo a existéncia de quatro grupos de acidos
carboxilicos na estrutura porfirinica.

Apos a otimizagao do procedimento de marcagao radioativa, a qual apresentou uma elevada pureza radioquimica,
procedeu-se a realizagdo de estudos /7 witro. Verificou-se que as células de carcinoma colorretal e de carcinoma
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do pulmdo captaram o complexo "Tc-2CPP. A captagdo aumenta ao longo do tempo em ambas as linhas celulares,
sendo a captagao superior pelas células de carcinoma do pulmdo. Avaliou-se também nestas linhas celulares o
efeito fotodindmico do fotossensibilizador, em que as curvas de dose-resposta estao representadas na Figura 66,
mas, como referido, ndo foi possivel calcular o valor de ICs, que foi superior a concentragdo maxima testada de
200 pM. Este resultado indica que este fotossensibilizador é pouco letal para as células e que o seu efeito
terapéutico é significativamente inferior ao fotossensibilizador BBr2HPC e a sua porfirina correspondente.

Apesar da importancia dos grupos carboxilicos para permitir a complexagdo com o tecnécio, estes grupos estao
associados a um efeito fotodindmico modesto (You e a/ 2003; Pereira e a/ 2010). Em trabalhos anteriores,
verificou-se que uma série de fotossensibilizadores do tipo porfirinico substituidos, com grupos carboxilo tiveram
efeito fotodindmico inferior ao de outras hidroxifenilporfirinas (Pereira ez a 2010). You e colaboradores também
verificaram que apesar de a presenca de grupos carboxilicos influenciar pouco as propriedades fotofisicas dos
fotossensibilizadores, a captagao celular e a fototoxicidade diminuem com o aumento de grupos carboxilicos na
estrutura, pelo que ndo seria espectavel uma grande eficacia terap@utica por parte deste fotossensibilizador, o
2CPP.
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CAPITULO X — ESTUDOS /¥ Mo

Material e Metodos

Desenvolvimento do modelo animal

Os ratinhos Balb/c nu/nu foram adquiridos aos Laboratdrios Internacionais Charles River, Inc (Espanha) com 6
semanas de idade, mantidos em sala climatizada propria, sujeitos a ciclos de 12 horas de luz didrias, acesso livre
a ragao padrao de laboratorio para murinos sude e agua devidamente filtrada. O bem-estar dos animais foi
verificado diariamente no decorrer do estudo.

Para a realizagao deste trabalho, realizaram-se xenotransplantes em ratinhos Ba/b/c nu/nu. Para tal, depois de
anestesiados com uma solugdo de ketamina a 71% (KetalarR, Porke-Davis) e cloropromazina a 23% (LargactilR)
administrada por via subcutdnea foram inoculadas 107 células tumorais humanas da linha celular WiDr, de
carcinoma colorretal, ou da linha celular H1299 de carcinoma do pulmao, também utilizadas nos estudos /7 witro
anteriormente descritos, na regiao do cavado axilar. O xenotransplante foi realizado nesta localizagao porque
corresponde a uma area de boa vascularizagao, que permite a expansao tumoral e que esta afastada de drgaos
como 0 coragao ou Orgaos associados a vias de eliminagao, cuja sobreposicao impediria a andlise de regides de

interesse da imagem.

Estudos de biodistribuigao

Para os estudos de biodistribuigao os animais foram sujeitos a um protocolo anestésico semelhante ao descrito
anteriormente. De seguida, cada animal foi posicionado sobre o colimador da cimara-gama e procedeu-se a inje¢ao
de 3,740,7 MBq de ""Tc-2CPP na veia dorsal da cauda. Adquiriram-se imagens estiticas com matriz de 256 x
256 pixels e com duragdo de 2 minutos apés a administragdo do complexo “™Tc-2CPP e a cada 30 minutos apés
injeccao.

Os animais foram ocisados a diferentes tempos, 30, 120, 240 e 360 minutos apds a administragao do complexo,
e foram recolhidas amostras de diferentes fluidos, orgaos e tecidos, nomeadamente, sangue, bago, cérebro, coragao,
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figado, estdmago, intestino delgado, intestino grosso, pulmao, tirdide, rins, musculo, osso e tumor. Cada amostra
foi pesada e a radioatividade foi medida num contador de pogo (DPC Gamma CI2). Com estes dados, calculou-se
a percentagem da atividade administrada por grama de amostra (%/g).

Resultados

Os resultados dos estudos de biodistribuigao estao sumariados na Tabela 7. Foi possivel detetar a presenca do
complexo *™Tc-2CPP no cérebro, no entanto, em niveis muito baixos, inferiores a 1%/g. Neste 6rgdo, juntamente
com a tirdide, verificam-se os valores mais baixos de percentagem de atividade injetada por grama, ao longo de
todos os tempos estudados. Pelo contrario, o figado é o orgao onde se verifica a maior captagao do complexo
Tc-2CPP, entre 19 e 15%/g. No que concerne aos restantes Orgaos do sistema gastrointestinal, nomeadamente
0 estomago, o intestino delgado e o intestino grosso verifica-se que a percentagem de radioatividade, em cada
orgao diminui desde os 30 até aos 360 minutos. Os pulmdes, os rins e o baco estao entre os orgaos em que se
encontra maior percentagem de radioatividade, mantendo-se a tendéncia para o decréscimo ao longo do tempo
do estudo. No sangue, assim como no coragdo, verifica-se uma redugao da atividade para cerca de metade dos
30 para os 120 minutos e progressiva diminuigao.

Tabela 7: Biodistribuicdo do complexo *"Tc-2CPP. Os valores representam a percentagem de atividade administrada por grama de
fluido, drgdo ou tecido. Cada valor representa a média e o desvio padrao de cinco ratinhos.

Orgdos Tempo

30 min 120 min 240 min 360 min
Bago 191 = 1,29 130 = 2,04 6,62 = 1,16 3,01 = 1,31
Cérebro 0,05 = 0,02 0,04 = 0,01 0,03 = 0,01 0,02 = 0,00
Coragao 1,22 = 0,31 0,64 £ 0,13 0,46 = 0,16 0,30 + 0,04
Estdmago I3 £ 033 0,71 £ 0,11 0,73 £ 0,22 0,42 + 0,04
Figado 18,88 + 3,83 17,73 + 3,38 17,08 + 1,58 14,84 + 4,92
Intestino Delgado 2,80 + 0,94 1,40 + 0,25 1,40 = 0,27 0,69 + 0,20
Intestino Grosso I8 + 023 0,90 + 0,22 047 = 0,16 034 + 0,12
Osso 1,47 £ 0,32 1,21 £ 0,33 0,79 = 0,11 0,44 £ 0,15
Pulmao 9,53 £ 215 6,33 = 1,76 3,19 £ 0,95 1,25 = 0,18
Rins 9,11 = 0,58 6,33 £ 0,72 544 £ 1,12 440 + 138
Sangue 515 = 1,6l 276 + 0,64 1,54 £ 0,32 1,02 = 0,44
Tirdide 0,48 = 0,04 0,43 + 0,04 0,35 + 0,08 0,28 + 0,07
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A razdo tumor/musculo estd representada na Figura 67. Verificou-se que, tanto para as células de carcinoma
colorretal (WiDr) como para as células de carcinoma do pulmdo (H1299), ocorre um aumento ao longo do tempo.
Aos 360 minutos apds a administragdo obteve-se uma razao tumor/misculo de 3,33%1,22 para os xenotransplantes
de carcinoma colorretal e de 3,55%1,29 para os xenotransplantes de carcinoma do pulmao.
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Figura 67: Imagem estatica do complexo *"Tc-2CPP obtida 270 minutos apds a administragao do radiofirmaco (a esquerda) e razao
tumor/misculo do complexo **Tc-2CPP (a direita). Os resultados representam a média e o desvio padrao de cinco animais.

Discussao

As carateristicas dos fotossensibilizadores do tipo porfirinico e estruturas derivadas tém vindo a demonstrar
resultados promissores no tratamento de cancro (Agostinis ef a/ 2011). A capacidade destes compostos serem
retidos seletivamente pelo tecido tumoral, associada as caracteristicas de fluorescéncia que permitem a sua detecdo,
foi considerada uma vantagem que poderia ser utilizada para a obtencao de imagem, de modo minimamente
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invasivo (Ethirajan ef a/ 2011). A possibilidade de, associadamente a terapéutica, realizar diagnostico, constitui
uma mais-valia com implicagoes obvias, nomeadamente, no que concerne a possibilidade de otimizar o tratamento
(Babbar et a/ 2000; Murugesan ef a/ 2001b). A marcagdo de fotossensibilizadores com radionuclideos pode iniciar
0 percurso na pratica de medicina personalizada em terapia fotodindmica. Nesta perspetiva, pode equacionar-se a
possibilidade de se conseguir informagao acerca do melhor tempo para a irradiagdo, ja que a imagem possibilitara
a identificagdo da melhor relagao sinal-ruido, ou seja, o tempo em que a captagao por parte do tumor é maxima
e minima nos outros Orgaos ou sistemas. Deste modo seria possivel a maximizagdo do efeito terapéutico e a
minimizagao de efeitos secundarios para os doentes.

Poder-se-ia pensar, numa primeira aproximagao, que seria possivel obter informagdo imagiologica tendo em
conta a fluorescéncia. Porém, como o organismo humano é rico em compostos de cor vermelha, a fluorescéncia
destes compostos perder-se-ia. Assim, a utilizagdo de fotossensibilizadores como as porfirinas marcados com
emissores gama, pode constituir uma alternativa. Adicionalmente, esta abordagem pode também ser utilizada para
perceber a biodistribuigao dos compostos, saber qual ou quais os drgdos-alvo e quais as vias de excrecao dos
compostos (Pandey ef a/ 2006).

Neste trabalho, os estudos de biodistribuicao do complexo PmTc-2CPP, realizados aos 30, 120, 240 e 360
minutos, permitiram concluir que no tempo mais tardio a radioatividade detetada é consideravelmente mais baixa
do que aos 30 minutos. Esta constatagdo permite concluir que a eliminagio do complexo **"Tc-2CPP deverd ser
rapida, o que devera estar relacionado com a sua hidrofilicidade anteriormente comprovada pela avaliagao do
coeficiente de particao. Confirmando estes dados, a excrecao é predominantemente renal com grande acumulago
na bexiga (Figura 67).

No que concerne 4 biodistribui¢do é indicativa de que o complexo *"Tc-2(PP ¢ metabolizado pelo figado. 0
figado € um orgdo reticuloendotelial, com vasos sanguineos fenestrados, muito permeaveis, responsavel pela
metabolizagdo de varios compostos, nomeadamente moléculas organicas como os fotossensibilizadores.
Posteriormente, a eliminagdo ¢ feita por via hepatobiliar atingindo o intestino e sendo excretado através das fezes.
Estes dados estdo de acordo com o descrito por Castano e colaboradores (Castano er ] 2005). As imagens de
cintigrafia obtidas, das quais é exemplo a imagem da Figura 67, mostram elevada acumulagao de radioatividade
no figado e na bexiga, possivelmente com elevada contribuicdo da urina, o que constitui outra indicagdo da
eliminagdo parcialmente hepatobiliar e parcialmente urinaria. No rim também se verificou elevada acumulagao do
complexo **™Tc-2CPP. A elevada localizagdo nos rins e no figado esta de acordo com outros resultados obtidos
para algumas metaloporfirinas e para fotossensibilizadores como o Photofrin® e o Photosan® (Fawwaz er a/ 1990;
Castano e aj 2005; Das er aj 2010; Fakhar-e-Alam er 2/ 2010b). Apesar de a principal via descrita para a
eliminagao de fotossensibilizadores ser a via hepatobiliar é frequente ocorrer em simultdneo elevada acumulagao
em Orgdos como o rim, indicativa de que simultaneamente ocorre excrecdo urinaria (Woodburn er a/ 1998;
Castano et a/ 2005; Fakhar-e-Alam ez a/ 2010b). Do ponto de vista clinico, a potencial utilizagao desta formulagao
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para visualizagdo de massas tumorais nestes orgaos pode ser dificultada pela desfavoravel relagao sinal/ruido dadas
as vias de metabolizagao e de eliminagao.

Os drgdos gastrointestinais, como o estdmago, os intestinos delgado e grosso costumam acumular valores
intermédios de fotossensibilizador (entre o figado e misculo, por exemplo) (Castano er a/ 2005; Fakhar-e-Alam et
aj 2010b), tal como se verificou para o complexo ™Tc-2CPP. Por outro lado, as concentragdes mais baixas sio
encontradas em orgdos e tecidos como o coragdo, o musculo estriado, 0 0sso e o cérebro, drgaos que apresentam
uma vascularizagdo menos permeavel, sendo exemplo classico a barreira hemato-encefalica (Castano e a/ 2005).

Verificou-se que o pulm3o é um dos drgdos que acumula uma elevada percentagem de atividade por grama de
tecido, particularmente até aos 120 minutos. De acordo com a bibliografia, pouco tempo apés a administragao é
comum encontrar elevada concentragao de fotossensibilizador neste drgao (Castano e ] 2005). O bago também
apresentou acumulagdo significativa conforme caracteristica de drgao reticuloendotelial, como ja apontado para o
figado. Para além disso, a acumulagdo de fotossensibilizadores no bago esta na dependéncia da sua estrutura
quimica, na medida em que esta influencia a carga e a hidrofilicidade, mas pode também ser influenciada pelo
veiculo em que o composto é administrado (Castano ef a/ 2005; Das er a 2010; Wang ef a/ 2010a).

Anteriormente, verificou-se que o complexo *"Tc-2(PP se mantem estavel no tempo quer /7 vitro, quer em
presenca de soro humano. A baixa acumulagdo de radioatividade em orgdos como a tirdide e o estomago indicia
que a estabilidade do complexo /7 vivo também sera elevada, uma vez que estes drgaos sao os principais locais
de acumulagao de contaminantes radioquimicos como o tecnécio livre (Murugesan ez 2/ 2002). Por outro lado, os
complexos de tecnécio reduzido hidrolisado tém tendéncia a acumular preferencialmente no figado e na medula
dssea (Lolle, 2007). Tal como referido, o complexo *"Tc-2CPP acumula-se preferencialmente no figado, uma vez
que este sera um orgao de metabolizagdo do mesmo, nao sendo por isso possivel tirar conclusdes, no entanto,
nao existe acumulagdo dssea significativa, corroborando também a estabilidade radioquimica (Vallabhajosula er a/
2010).

A seletividade do complexo para as células tumorais foi avaliada tendo em conta a razdo tumor/misculo.
Apesar da elevada acumulagdo do fotossensibilizador observada em varios orgdos para os tempos mais curto,
nomeadamente aos 30 minutos, verifica-se que esta acumulagao diminui ao longo do tempo. Pelo contrario, o
aumento do tempo contribui também para o aumento da razao tumor/misculo, que atinge valores superiores a
3, razdo alvo/fundo minima de um tragador (Murugesan ef a} 2001c; Jia er 2/ 2008). Na perspetiva da medicina
personalizada, a possibilidade de este fotossensibilizador ser aplicado como metodologia de diagndstico, poderia
associar um método imagioldgico como a TAC que otimizaria indubitavelmente a orientagdo na pratica clinica.
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Ao longo desta tese foram apresentados e discutidos os resultados obtidos no trabalho experimental. No entanto,
ha conclusoes de maior importancia que importa destacar, assim como, perspetivar o trabalho que se pretende
realizar no futuro.

0 fotossensibilizador BBr2HPC, sintetizado e caracterizado, demonstrou elevado rendimento de formagao de
oxigénio singleto e propriedades fotoquimicas adequadas a utilizagao como fotossensibilizador em terapia
fotodindmica.

0 efeito fotodindmico /7 vitro deste fotossensibilizador revelou ser promissor para aplicagao em terapéutica,
pela constatagdo dos valores de ICs; na ordem de nanomolar, em linhas celulares de varios tipos de cancro,
nomeadamente, carcinoma colorretal, carcinoma do eséfago e melanoma melanocitico.

0 fotossensibilizador BBr2HPC tem uma elevada captagdo pelas células tumorais de carcinoma colorretal e de
carcinoma do esofago, acumulando-se em organelos membranares como as mitocondrias, o reticulo endoplasmatico
e os lisossomas, mas nao penetra no niicleo, parecendo nao ter capacidade de ultrapassar o envelope nuclear.

0 tipo de morte celular ativado, apoptose e necrose, € influenciado pela concentragdo do fotossensibilizador
BBr2HPC e pelo tipo de célula tumoral. A ativagao da morte por apoptose esta relacionada com a via mitocondrial,
embora nao exclusivamente, pois estdo também implicados na resposta marcadores da via extrinseca.

Concluiu-se que nao s oxigénio singleto, formado a partir da reagao fotodindmica do tipo I, mas também as
ROS formadas através da reagdo do tipo | estdo envolvidas na lesao apds PDT baseada no fotossensibilizador
BBr2HPC. Os mecanismos citoprotetores ativados nao sao suficientes para inibir os danos celulares consequentes
ao efeito fotodinamico.

Os estudos /7 vivo corroboraram o efeito fotodindmico significativo verificado nos estudos /7 vitro, inclusivamente
com a ocorréncia de resposta patolgica completa em alguns casos. Para este fotossensibilizador o intervalo entre
a administragdo e a irradiagdo mais favoravel foi de 24 horas.

Os estudos de biodistribuicao permitiram concluir que as vias de eliminagao do fotossensibilizador BBr2HPC sao
a hepatobiliar e a urinaria. 0 tempo de eliminagao permite apontar um perfil de segurana favoravel numa fase
pré-clinica. A captagdo do fotossensibilizador pelo tumor, em relagao aos restantes tecidos, associada ao resultado
obtido nos estudos de PDT /7 wiva, ndo evidencia efeitos lesivos em estruturas adjacentes.

0 fotossensibilizador BBr2HPC apresenta-se como uma nova molécula promissora com potencial para utilizagao
em terapia fotodindmica contra o cancro.

Na perspetiva do desenvolvimento de um fotossensibilizador com propriedades adequadas a aplicagao diagnéstica,
o fotossensibilizador 2CPP, que apresenta alguma analogia estrutural com o fotossensibilizador BBr2HPC, foi
sintetizado e caracterizado.

0 fotossensibilizador 2CPP foi complexado com o radioisdtopo tecnécio-99 metastével. O complexo *"Tc-2CPP,
a semelhanca do que se descreveu para o fotossensibilizador BBr2HPC, apresenta um padrao de eliminagdo por
via hepatobiliar e urinaria. Este complexo comprovou potencial para estudos de imagem, conforme se concluiu
pela retencao tumoral e rapida eliminagdo, o que se reflete em efeitos secundarios limitados.
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A utilizagdo de fotossensibilizadores complexados com radioisétopos principia uma abordagem de medicina
personalizada em terapia fotodindmica, através da medicina nuclear, com possibilidade terandstica e de seguimento.

0 desenvolvimento deste trabalho experimental permitiu adquirir conhecimento e otimizagao de procedimentos,
que numa fase posterior se ambiciona alargar a outras vertente de estudo. Concretizou-se o objetivo de desenvolver
um fotossensibilizador com intuito teraputico e, paralelamente, uma molécula com analogia estrutural passivel de
ser marcada com um radioisétopo, possibilitando aquisicdo de imagem molecular pela aplicagdo de técnicas de
medicina nuclear. De modo a conjugar estas duas premissas num unico fotossensibilizador, perspetiva-se continuar
a desenvolver sintese quimica associada a complexagao radioativa de modo a que, no futuro, numa dnica
administragao se associe a possibilidade de diagndstico e tratamento personalizado.

Os estudos de biodistribuicao tanto do fotossensibilizador BBr2HPC como do fotossensibilizador 2CPP mostraram
que o pulmdo constitui um dos orgdos alvo, por esse motivo perspetiva-se o esclarecimento deste facto, quer
através de estudos moleculares, quer pela interagdo com o microambiente pulmonar.

Além disto, verificou-se alguma seletividade tumoral em relagao a 6rgaos como o misculo e a pele, no entanto,
constitui perspetiva futura, desenvolver uma estratégia de transporte direcionada as células tumorais. A entrega
do fotossensibilizador através de lipossomas apropriados para administragdo pulmonar, acoplados a moléculas
direcionadas para recetores sobrexpressos no cancro do pulmao, como o EGFR, constitui uma visao, com trabalho
experimental ja em curso, que foi aprovada e financiada pela Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia (PTDC/BIM-
ONC/0979/2012) e pela Bolsa Liga Portuguesa contra o Cancro/Pfizer 2013, no ambito do projeto NanoDirect-
PDT.
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68Ga
BRe
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ABCG2
ADP
AIF
ALPC
ANOVA
AnV
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Apaf-1
APC
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ATP
BAK
BAX
BBr,HPC
BBr,HPP
BCA
BCG
BCL-2
BCL-xL
bFGF
BID
BSA

C

(a,"

lodo-124

Oxigénio singleto

Fotossensibilizador no estado fundamental
Fotossensibilizador no estado excitado singleto
meso-bis{3,4-di(carboximetileneoxi)fenil]porfirina
Fotossensibilizador no estado excitado tripleto
S-aminolevulinic acid

Cobre-64

Galio-68

Rénio-188

Tecnécio-99 metastavel

ATP-binding cassette protein G2

Adenosina difosfato

Apaptosis inducing factor

Fotossensibilizador cloroaluminoftalocianina
Analysis of variance

Anexina V

Activator protein /

Apaptotic protease activating factor /
Aloficocianina

American Type Culture Collection

Adenosine triphosphate

Bdl-2 homologous antagonist/killer protein
Bdl-2-associated X protein
5,15-bi5(2-bromo-3-hidroxifenil)clorina
5,15-bi5(2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina

Acido bicinconinico, do inglés, bicinchochonic acid
Bacillus Calmette-Guérin

B-cell leukemia/lymphoma protein

B-cell lymphoma-extra large protein

Basic fibroblast growth factor

BH3 interacting domain death agonist
Bovine serum albumin

Carbono

Calcio
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(aCl Cloreto de Calcio

(aH, Hidroxido de Calcio

CAPS N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid
(D20 B-lymphocyte antigen

(D8 Cluster of differentiation 8

CDAMP (ell death associated molecular patterns’
(DCl; Cloroformio deuterado

(DK-2 (yclin-dependent kinase 2

CEA (arcinoembryonic antigen

(o, Dioxido de Carbono

C0X-2 Ciclooxigenase-2

cpm Contagens por minuto

Da Dalton

DAMP Damage associated molecular patterns
DCFH 2’-T’-diclorodihidrofluoresceina

DCFH,DA diacetato de 2',7'-dichlorodihidrofluoresceina
DDQ 2,3-Dicloro-5,6-dicianobenzoquinone

DHE dihidroetideo

DISC Intracellular death-inducing signaling complex
DMA 9. 10-dimetilantraceno

DMEM Dulbecco’s Modiffied Eagle’s Medium
DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Deoxyribonudleic acid

DT Ditiotreitol

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EGF Epidermal growth factor

EGFR Epidermal growth factor receptor
ERK/MAP Extracellular-signal regulated kinase/mitogen-activated protein
ESI Electrospray ronization

EtOH Etanol

EUA Estados Unidos da América

eV Eletrao-volt

F Fluor

FADD fas-associated death domain

FAK Focal adhesion kinase
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FAS/CD95
FDA
FLICE
G-CSF
GLUT |
GRP
GSH
H&E
H,0
H,0,
Her2
HIF-1
HIF-1a
HMGBI
HO-1
HpD
HPPH
HSP
Hsp70
HSP90
HtrA2
IAP
ICs
ICAD
[CAM-I
ICG
[FN- y
IL-10
IL-12
IL-la
IL-1B
IL-6
IL-8
[P

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 6
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6
food and Drug Administration

FADD-like like apoptotic protease 5 or (aspase &8
Granulocyte colony-stimulating factor

Glucose transporter |

Gastrin release peptide

Glutatido reduzido

Coloragao de hematoxilina eosina

Agua

Peroxido de hidrogénio

Human epidermal growth factor receptor 2
Hypoxia-inducible factor /
Hypoxia-inducible factor lo.

High-mobility group box |

Heme oxigenase |

Derivados de hematoporfirina
I-(10-hexyloxyethyl)-3-deviny|pyropheophorbide-a
Heat shock proteins

Heat shock protein 70

Heat shock protein 90

High temperature requirement protein A2
Inhibitor of apoptosis proteins

Half maximal inhibitory concentration

Inhibitor of caspase-activated DNase
Inter-cellular adhesion molecule /

Indocyanine green

Interferon y

Interleucina 10

Interleucina- 12

Interleucina-| ot

Interleucina- 13

Interleucina-6

Interleucina-8

lodeto de propideo
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ISC Intersystem crossing

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
J Joules

JC- 3,576 6"tetrachloro-1, 18,3, 3-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine rodide
K,C0;, Carbonato de potassio

KCI Cloreto de potassio

KH,PO, Fosfato de potassio

LG Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
LDL Low density lpoprotein

M Molar

M/A Razao monomeros/agregados

MDR-1 Multidrug resistance protein /

MgCl, Cloreto de magnésio

MHCI Najor histocompatibility class /

MIF Média de intensidade de fluorescéncia

miRNA Micro ribonudleic acid

MPcS(n) Sulfonated metallo phthalocyanines

MRP-| Multidrug resistance-related protein /

mTHPC Meta-tetrahydroxyphenylclorin

mTOR Nammalian target of rapamycin

MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol2-il)-2,5-difeniltetrazolium
Nadl Cloreto de sddio

NAD+ Nicotinamide adenine dinucleotide

NaH,P0, Fosfato de sodio

NaOH Hidroxido de sodio

Nd:YAG Neodymium-doped yttrium aluminium garnet
NOS nitric oxide synthase

NPe6 mono-|-aspartil clorina e6

0, Anido superoxido

°C Graus Centigrados

OH Radical hidroxilo

P38

P53 Proteina 53

PARP Poly-ADP ribose polymerase

PBS Phosphate Buffer Saline
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PDT Photodynamic therapy

PEG Polietilenoglicol

PEGygq Polietilenoglicol 400

PET Positron emission tomagraphy

P-gp P-glicoprotein /

PpIX Protoporfirina IX

PRR Pattern recognition receptors

PS Photosensitizer

PSI Proteasome inhibitor |

PVDF Difluoreto de polivinilideno

RGD Adido arginilglicilaspartico

RIPI Receptor-interacting protein kinase /
RIP3 Receptor-interacting protein kinase 3
RIPA Tampao de radioimunoprecipitacao
RMN Ressonancia Magnética Nuclear

ROS Reacive oxygen species

RPMI Roswell Park Memorial Institute

S Estado singleto

scFv Single chain variable fragment

sad Severe combined immunodeficiency
$DS Sodium dodecyl sulfate

Smac/DIABLO  Second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding protein with low isoelectric
point

S0D Superodixo dismutase

SPECT Single photon emission computed tomography
SRB Sulforrodamina B

§S12 Somatostatin receptor 2

Tl Estado tripleto

T34BCPC 3,10, 15, 20-tetrakis[3, 4-bis(carboxymethyleneoxy)phenylJchlorin
T34CPP meso-tetrakis(3,4- bis(carboxymethyleneoxy)phenylJporphyrin

TAC Tomografia Axial Computadorizada
TBST Tris-buffered saline tween-20
TGF-B Transforming growth factor 8

TNF Tumor necrosis factor

TNFRI Tumor necrosis factor receptor /
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P53
TRAIL
TRAIL-R
Tris
TRL
uv
VEGF
VEGFR
VIS
AWm
A

24

Gene da P53

INF related apoptosis inducing ligand

INF related apaptosis inducing ligand receptor
Tris(lydroxymethyl)aminomethane

Toll-like receptors

Ultravioleta

Vascular endothelial growth factor

Vascular endothelial growth factor receptor
Visivel

Potencial de membrana mitocondrial
Comprimento de onda
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PARTE VI

NOMENCLATURA DE COMPOSTOS TETRAPIRROLICOS

Os compostos tetrapirrélicos sao uma classe de compostos em que a molécula é constituida por quatro anéis
de pirrol, habitualmente ligados entre si por pontes de um unico atomo entre as posicoes o deste dltimo. 0
arranjo mais comum destes quatro grupos pirrol é o macrociclo, como as porfirinas e estruturas relacionadas, e
linear, como os pigmentos da bilis (Nascimento, 2013).

0 primeiro sistema de nomenclatura do macrociclo tetrapirrolico for implementado por Fisher, no entanto, em
1980 foi estabelecida a nomenclatura IUPAC (do inglés, /nternational Union of Pure and Applied Chemistry) para
este tipo de compostos de modo a faclitar a comunicagao cientifica e limitar o uso de nomes comuns (Moss,
1987).

De acordo com este sistema de nomenclatura o nicleo macrociclico é denominado porfirina, os atomos de
carbono da estrutura sao numerados de | a 20 e os atomos de azoto de 21 a 24, tal como representado na
Figura 68. Além disso, as posicdes meso correspondem aos ndmeros 5, 10, 15 e 20 e os substituintes referem-se
ao nimero do atomo de carbono ao qual estao ligados e ordenados alfabeticamente.

Figura 68: Estrutura quimica da porfirina e respetiva nomenclatura.

A porfirina é uma estrutura tautomérica em relagdo a localizagdo dos dois atomos de hidrogénio que nao
participam no sistema conjugado periférico estando associados a dois dos quatro atomos de azoto. E importante
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ter ainda em conta que para fins de nomendatura, a palavra de porfirina implica que os atomos de azoto
saturados estao localizados nas posicoes 21 e 23 (Moss, 1987).

Apesar da introducao da nomenclatura sistematica, algumas destas designagdes anteriores sao ainda largamente
utilizadas, devido a sua simplicidade e conveniéncia, das quais sao exemplo as designagoes hematoporfirina,
mesoporfirina e protoporfirina, cujas estruturas quimicas sao apresentadas na Figura 69.

A wo B C
T
l OH I / l’ /
HO,C CO.H HO.C COH HO,C

CO,H

Figura 69: Estrutura quimica das porfirinas frequentemente designadas por hematoporfirina (A) mesoporfirina (B) e protoporfirina (C).

Relativamente aos diferentes estados de oxidagao, a designagdo dos analogos substituidos e funcionalizados pode
ser substituida pelos nomes comuns conforme descrito na Figura 70.

7,8-Dihidroporfirina 5,22-Dihidroporfirina 7,8,17,18-Tetrahidroporfirina
CLORINA FLORINA BACTERIOCLORINA

7,8,12,13-Tetrahidroporfirina 5,10,15,20,22,24-Hexahidroporfirina
ISOBACTERIOCLORINA PORFIRINOGENIO

Figura 70: Nomenclatura de porfirinas de acordo com o seu estado de oxidagdo
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PARTE VI

ESPETROS DE RMN E DE MASSA DO FOTOSSENSIBILIZADOR BBr2HPC

0 espetro de RMN da Figura 71 e o espetro da Figura 72 apresentados de seguida sao relativos ao

fotossensibilizador BBr2HPC descrito no capitulo V.
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Figura T1: Espectro de ressondncia magnética nuclear em cloroférmio deuterado do fotossensibilizador BBr2HPC.
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Figura 72: Espetro de massa de massa do composto BBr2HPC, que apresentou um valor [MH]* 654,41.

152



ANEXO Il






PARTE VI

ESPETROS DE RMN E DE MASSA DO FOTOSSENSIBILIZADOR 2CPP

0 espetro de RMN da Figura 71 € relativo ao fotossensibilizador 2CPP descrito no capitulo VIII.
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Figura 73: Espectro de ressondncia magnética nuclear agua deuterada/dimetilssulfoxido do fotossensibilizador 2CPP.
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PARTE VI

ESPETROS DE ABSORCAO E DE EMISSAQ DE FLUORESCENCIA DO COMPOSTO BBr2HPP

A Figura 74 representa as bandas Q do espetro de absorcao e o espetro de emissao de fluorescéncia do
composto 5,15-4/52-bromo-3hidroxifenil)porfirina, BBr2HPP. O espetro de absor¢ao do fotossensibilizador apresenta
a tipica banda Soret que corresponde a uma transicao em 402 nm e as bandas Q em 499 nm, 529 nm, 572 nm
e 627 nm. O coeficiente de absorcdo das bandas é de 3,12x10%, I,13x10°, 3,57x10°, 2,72x10%, respetivamente. O
espetro de emissao de fluorescéncia apresenta duas bandas em 630 nm e em 695 nm. O rendimento quantico de
fluorescéncia deste fotossensibilizador foi de 0,002+0,00007. O rendimento quantico de oxigénio singleto foi de
0,56£0,07 (Laranjo, 2010; Serra er a/ 2010).

Bandas de absorgdo Q
1,0
Espectro de Fluorescéncia
0,8
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=
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£ 0,6 =
=
S
=
-2
=1
<
=2
2 044
=
=
0,2
0,0 T r T r T r
500 600 700 800
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Figura 74: Bandas Q do espetro de absor¢do e espetro de emissao de fluorescéncia do fotossensibilizador BBr2HPP. Os valores maximos
das bandas Q do espetro de absorgdo e do espetro de emissao de fluorescéncia foram normalizados a | utilizando o Software Origin 8.
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PARTE VI

OUTROS ESPETROS DE MASSA

Relativamente aos estudos de biodistribuiao realizados no capitulo VIl, em que como descrito, em alguns
Orgaos, se observou uma banda com emissao a 667 nm tentou-se esclarecer a estrutura que originou esta banda
de fluorescéncia, uma vez que poderia corresponder a algum macrociclo tetrapirrdlico da mesma familia do
composto de interesse BBr2HPC.

Para tal realizou-se a extragao de varios drgaos onde a mesma estava presente, por evaporagao do solvente e
obteve-se um solido castanho que foi analisado por espectrometria de massa.

Na Figura 75 observa-se que o espetro de massa obtido apresenta varios picos, nomeadamente a 552 g/mol,
a 1200 g/mol e 1860 g/mol. Pode-se colocar a hipdtese de que o pico correspondente a massa de 552 g/mol
poderia corresponder a um metabolito por perda de um atomo de bromo e de um grupo hidroxilo. Do mesmo
modo os picos de massa em aproximadamente 1200 g/mol e 1860 g/mol que poderiam corresponder a estruturas
diméricas e triméricas do fotossensibilizador. No entanto, nao havendo correspondéncia com um Gnico composto

nao seria possivel utilizar um padrao que permita realizar a sua quantificagao e, portanto, nao se considerou a
banda a 667 nm.
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Figura 75: Espetro de massa do solido obtido por extragdo de uma amostra dos estudos de biodistribuigdo em que detetou um pico
a 667 nm.
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