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Resumo

O cancro € uma doenca que afecta milhGes de pessoas todos os anos e continua a ser a
principal causa de morte no mundo, apesar dos avancos no conhecimento da doenca e
da melhoria das estratégias terapéuticas. As terapias tradicionais de combate ao cancro
como a cirurgia, radioterapia e quimioterapia continuam a apresentar indmeras
desvantagens, nomeadamente o aparecimento de efeitos secunddrios graves e também
uma eficdcia limitada. Estas desvantagens conduzem a necessidade de desenvolver
novas terapias mais eficazes e seguras. A Terapia Fotodindmica (PDT) tem sido
reconhecida ao longo dos anos como uma estratégia terap€utica promissora para o
tratamento de vdrios tipos de cancro. A PDT € uma estratégia terapéutica para o
tratamento de vdrios tipos de tumores sélidos e de lesGes ndo-malignas que utiliza a
combinagdo de um fotossensibilizador (PS), luz visivel e oxigénio molecular para a
producdo de espécies reactivas de oxigénio, originando uma reaccdo fotoquimica que
leva a destrui¢do do tecido alvo.

Uma das principais prioridades na drea da PDT € a sintese e desenvolvimento de novos
PS, com maior eficdcia clinica e menos efeitos secunddrios, com o objectivo de
ultrapassar algumas das actuais limitacoes inerentes a PDT. Este trabalho teve como
objectivo a avaliacdo a actividade bioldgica in vitro de trés porfirinas candidatas a PS,
em duas linhas celulares, em termos de: i) citotoxicidade na auséncia de luz, ii)
fototoxicidade, iii) acumulacdo celular e iv) mecanismos de morte celular, de modo a
permitir a seleccdo das que apresentem um maior potencial terap€utico para
prosseguirem para as fases seguintes de desenvolvimento. Os resultados obtidos foram
comparados com resultados obtidos para uma bacterioclorina, que jd se encontra bem
caracterizada pela empresa, e com actividade bioldgica conhecida. Os PS em estudo
mostraram fototoxicidade considerdvel a baixas concentracdes, sem toxicidade na
auséncia de luz, em ambas as linhas celulares. O mecanismo de morte celular induzida
pelos quatro PS apds PDT varia entre necrose e apoptose. Em alguns casos, verificou-se
que maiores concentracoes de PS predispoem as células a morrerem por necrose.
Globalmente, das trés porfirinas em estudo, a LUZ41P mostrou ter o melhor potencial

terapéutico.

Palavras-chave: cancro, terapia fotodindmica, fotossensibilizador, morte celular



Abstract

Cancer is a disease that affects millions of people every year and continues to be the
major cause of death worldwide, despite the advances in the knowledge of the disease
and the improvement of therapeutic strategies. The traditional therapies for cancer
treatment, such as surgery, radiotherapy and chemotherapy, continue to show several
disadvantages, namely the appearance of severe side effects and also limited efficacy.
These disadvantages lead to the need to develop new therapies more effective and safe.
The photodynamic therapy (PDT) has been recognized over the years as a promising
therapeutic strategy for the treatment several cancers. PDT is a therapeutic strategy for
the treatment of various solid tumors and non-malignant lesions that uses the
combination of a photosensitizer (PS), visible light, and molecular oxygen to produce
reactive oxygen species, yielding a photochemical reaction that leads to destruction of
the target tissue.

One of the top priorities in the PDT field is the synthesis and development of new PS,
with higher clinical efficacy and even fewer side effects, with the objective of
overcoming some of the present limitations of PDT. The objective of this study was the
evaluation of the in vitro biological activity of three porphyrin molecules candidate to
PS in two cell lines, in respect to: i) cytotoxicity in the absence of light, ii)
phototoxicity, iii) cellular accumulation and iv) mechanisms of cell death, in order to be
able to select the one with the higher therapeutic potential to advance to the next phase
of development. The results were compared with results obtained for a bacteriochlorin,
which is already well characterized by the company, and with known biological activity.
The PS under study showed considerable phototoxicity at low concentrations, without
toxicity in absence of light, in both cell lines. The type of cell death induced by the four
PS ranges between necrosis and apoptosis. In some cases, higher concentrations of PS
favors cell death by necrosis. Globally, from the three porphyrins, LUZ41P showed the

best therapeutic potential.

Keywords: cancer, photodynamic therapy, photosensitizer, cell death
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1.1 A problematica do Cancro

O cancro € uma doenca que todos os anos afecta milhdes de pessoas em todo o
mundo. Em 2012, segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC),
numa populacdo mundial de 7 mil milhSes de pessoas, estima-se que o cancro foi
responsdvel por 8,2 milhdes de mortes e 14,1 milhdes de novos casos de cancro foram
diagnosticados % No ano de 2012, a taxa global de incidéncia de cancro em idade
padronizada foi quase 25% maior em homens do que em mulheres, com taxas de 205 e
165 por 100 mil, respectivamente. O nimero de mortes em todo o mundo resultantes de
cancro foi maior em homens do que em mulheres. No entanto, estima-se uma
prevaléncia em 5 anos maior para mulheres do que para homens 7 A Erro! A origem
da referéncia nio foi encontrada. mostra o resumo da estatistica mundial de casos de

cancro em 2012.



Tabela 1 - Resumo dos dados estatisticos mundiais obtidos em 2012 para casos de

cancro “°.
Mundo Homens | Mulheres | Ambos os
sexos
Populacio (milhares) 3557717 | 3496728 | 7054446
Numero de novos casos de cancro (milhares) 7427.1 6663.0 14090.1
Taxa padronizada pela idade (W) 205.4 165.3 182.3
Risco de contrair cancro antes dos 75 anos 21.0 16.4 18.5
(%)
Numero de mortes causadas por cancro 4653.1 3547.9 8201.0
(milhares)
Taxa padronizada pela idade (W) 126.3 82.9 102.4
Risco de morrer de cancro antes dos 75 anos 12.7 8.4 10.4
(%)
Casos de prevaléncia em 5 anos na populacio 15362.3 17182.3 32544.6
adulta (milhares)
Proporcao (per 100 000) 592 661.4 626.7
5 tipos de cancro mais frequentes (ranking Pulmao Mama Pulméo
definido pelo nimero total de casos)
Préstata Colo- Mama
rectal
Colo- Pulmao Colo-
rectal rectal
Estomago | Colo do Prostata
dtero
Figado Estdmago | Estomago

Cancro € o nome geral para o grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento

descontrolado e disseminacdo de células anormais

29,30,31

. As células cancerigenas

podem disseminar-se para outras partes do corpo através da corrente sanguinea e do

. PO 2
sistema linfdtico .

Os tumores podem classificar-se como benignos ou malignos. Os tumores

benignos ndo sao cancerigenos € podem ser removidos, ndo reaparecendo na maioria
dos casos. As células destes tumores ndo se espalham para outras partes do corpo nem
invadem os tecidos em torno deles. O mais importante prende-se com o facto destes
tumores raramente serem fatais. No entanto, podem crescer muito apresentando grandes
tamanhos, o que pode tornar-se desconfortdvel e afectar funcdes orginicas para quem €
2931 sio

portador, e causar-lhes sintomas indesejdveis Os tumores malignos



cancerigenos e as suas células podem invadir e destruir tecidos e 6rgios adjacentes e até
mesmo espalhar-se para outras partes do corpo. Esta propagacdo de células tumorais
malignas, do tumor primdrio ou original para outras partes do corpo, que apresenta
como meio de propagacdo a corrente sanguinea e sistema linfdtico, ¢ chamada de
metdstase. Os tumores malignos muitas vezes podem ser removidos mas podem
eventualmente voltar a crescer. Geralmente sdo mais graves que os tumores benignos e
podem ser fatais, nomeadamente quando a propagacdo ndo se consegue controlar .

Para que o cancro seja detectado a tempo de ser tratado e/ou completamente
eliminado € necessdrio proceder a rastreios. Normalmente, o tratamento do cancro €
mais eficaz quando a doenga € detectada precocemente. Quando os testes de rastreio
sugerem a existéncia de cancro ou os pacientes apresentam sintomas, devem ser
realizados exames complementares que possam confirmar a sua existéncia e
proporcionar um diagndstico correcto »,

Quando o diagnéstico de cancro se confirma € preciso saber qual o estddio em que
o cancro se encontra, de modo a que seja possivel estimar o progndstico do paciente e
planear o tratamento adequado ao tipo de cancro € ao estdgio em que se encontra 2 A
medida que a complexidade do cancro aumenta, 0 mesmo ocorre com o tratamento
necessdrio para combaté-lo.

O objectivo principal do tratamento € curar o paciente, ou seja, eliminar o cancro.
No entanto, nem sempre isso € possivel, e nesses casos os tratamentos sdo apenas
paliativos, de forma a controlar a doenga e/ou reduzir os sintomas durante o maior
tempo possivel >°.

O cancro € tratado maioritariamente através de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Alguns planos de tratamento de cancro incluem terapia hormonal, terapia
bioldgica ou terapia direccionada 293033, Alguns tipos de cancro respondem melhor a
um tipo de tratamento, enquanto outros podem responder melhor a uma combinacgdo de
tratamentos. Os tratamentos podem actuar numa drea especifica (terapia local) ou em
todo o corpo (terapia sistémica) 3

A cirurgia € a forma de tratamento mais utilizada para a remocdo do tumor
sOlido. Quando se dd a remog¢ao do tumor, algum tecido circundante e alguns géanglios
linfaticos préximos também sdo removidos para evitar que o tumor volte a crescer .

Tal como qualquer tipo de tratamento, a cirurgia também pode apresentar efeitos
colaterais. Os efeitos colaterais da cirurgia dependem de muitos factores, o tipo de

cirurgia, saude em geral do paciente e principalmente, do tamanho e localizagdo do



tumor. Normalmente os pacientes sentem-se cansados ou fracos e com dor durante
algum tempo apds a cirurgia 2953,

Em alguns tipos de cancro a cirurgia € suficiente para a completa remog¢ao do
tumor. No entanto, noutros casos, pode haver a necessidade de complementar o
tratamento com outro tipo de terapia, como por exemplo, quimioterapia e/ou
radioterapia para a completa eliminagao do tumor 7,

Radioterapia utiliza radiacdo de alta energia (radiacdo ionizante) para a
eliminacdo de células cancerigenas numa determinada regido do corpo, sendo por isso
considerada um tratamento local ***,

A radioterapia também apresenta algumas desvantagens e efeitos secunddrios.
Para além de interferir na divisdo de células cancerigenas, também afecta a divisdo de
c€lulas normais acabando também por as eliminar. Os efeitos secunddrios da
radioterapia dependem, essencialmente, da dose e tipo de radiacdo que o paciente
recebe, bem como da parte do corpo que € tratada, ja que este € um tratamento local. Por
norma, a aplicacdo de radioterapia pode causar nduseas, vomitos, diarreia e fadiga

33,34 4

extrema . E comum que a pele da drea tratada apresente vermelhidao, secura e fique

sensivel e irritada. Também € comum que pélos existentes na drea tratada caiam 293334
A maioria dos efeitos secunddrios desaparece com o tempo 33

Em alguns casos, constatou-se que depois de uma drea ser submetida a um
tratamento por radioterapia, essa drea ndo pode ser novamente tratada com radiagdo
devido aos danos causados em células normais na drea de tratamento. Noutros casos,
alguns pacientes podem ser submetidos a um segundo ciclo de radioterapia. Este
tratamento € ineficaz no tratamento de cancro que metastizou porque a maioria das
formas de radioterapia nao chega a todas as partes do corpo * E um tratamento que
também pode causar uma diminui¢do do nimero de células sanguineas, nomeadamente
dos glébulos brancos, podendo assim aumentar o risco de infeccdo, e de plaquetas,
aumentando o risco de hemorragia e problemas de cicatrizagdo ***.

Existe ainda a possibilidade de desenvolvimento de um cancro secunddrio apds a
exposicao a radiacdo utilizada durante o tratamento de radioterapia )

Em alguns tipos de cancros, muito sensiveis a radiagao, esta pode ser usada por si
sO para que o cancro diminua ou desapareca completamente. Noutros, a radioterapia
pode ser usada antes da cirurgia para diminuir o tamanho do tumor (terapia pré-

operatdria) ou apds a cirurgia de modo a evitar que o cancro reapareca (terapia

adjuvante). Noutros casos, a radioterapia por si s6 ndo € eficiente para a remo¢do ou



diminui¢do do tumor, e como tal, hd necessidade de combinar a radioterapia com outro
. . .. . 34
tipo de terapia, como por exemplo, a quimioterapia .

A quimioterapia define-se pelo uso de farmacos para o tratamento de uma

3541
doenga, neste caso o cancro

. Ap6s a administracdo do farmaco por via oral ou
intravenosa, ele entra na corrente sanguinea e circula por todo o organismo de modo a
eliminar as células cancerigenas do tumor primadrio, e também as que metastizaram e se
espalharam para outros locais =",

A quimioterapia também € utilizada para aliviar os sintomas causados pelo cancro
em estddios mais avancados, quando jd ndo hd esperanca de cura. O objectivo do uso
paliativo da quimioterapia € apenas o de prolongar e, se possivel, melhorar a qualidade
de vida do paciente *>*',

A quimioterapia € das terapias anticancerigenas que apresenta mais efeitos
secunddrios por ser uma terapia sistémica. Os farmacos utilizados nesta terapia ndo
distinguem entre células cancerigenas e c€lulas normais. Assim, as células normais,
principalmente as que se dividem rapidamente, sdo afectadas por estes farmacos,
danificando-as e provocando efeitos colaterais para o paciente 293,

Os efeitos secunddrios dependem, principalmente, do tipo de fdrmaco e da dose
administrada >

Este tratamento pode ser realizado usando apenas um fdrmaco ou uma
combinagdo de farmacos ¥ A eficdcia da quimioterapia € muitas vezes limitada pela
toxicidade dos farmacos usados para os tecidos sauddveis do corpo, principalmente os
que apresentam taxas de proliferacdo elevadas. Assim, as células hematopoiéticas sdo
afectadas por este tratamento e como tal, o paciente fica mais propenso a infec¢des, a
apresentar hematomas e a ter problemas de cicatrizagdo. A quimioterapia pode causar,
na maioria dos casos, queda de cabelo. Os farmacos antineopldsicos originam também
nduseas, vomitos, diarreia, falta de apetite, cansaco extremo e feridas na boca e ldbios
2933 Alguns farmacos podem afectar a fertilidade dos pacientes .

Com o objectivo de superar as desvantagens associadas as terapias
anticancerigenas tradicionais, de aumentar a eficicia dos tratamentos e diminuir o
numero de mortes causadas pelo cancro, cada vez mais se tem tentado desenvolver mais

e melhores terapias anticancerigenas, como por exemplo a Imunoterapia, o

direccionamento activo de farmacos ou a Terapia Fotodinamica.



1.2 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodindmica (PDT) € uma estratégia terapfutica minimamente
invasiva, clinicamente aprovada para o tratamento de vdrios tipos de tumores sélidos e,
também, de lesGes ndo-malignas. A aplicag¢do clinica da PDT requer a administrag@o
topica ou sistémica de um agente fotossensibilizador (PS), que se pode acumular no
tumor, ou noutro tecido alvo. Apds um determinado periodo de tempo (DLI), o PS &
activado por irradiagdo selectiva do tecido alvo com luz visivel, de comprimento de
onda (A) correspondente a uma das suas bandas de absorcdo, que, na presenca de
oxigénio molecular (O,), origina uma reac¢do fotoquimica localizada que conduz a

1
morte celular >

Ug
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Figura 1 - Representacdo esquemdtica da aplicacdo clinica da Terapia Fotodindmica °.

A interaccdo fotoquimica entre o PS e o O,, mediada pela irradiacdo leva a
producdo de oxigénio singuleto ('O,) e outras espécies reactivas de oxigénio (ROS), tal
como o peréxido de hidrogénio (H,O,), o radical hidroxilo (HO") e/ou o anido radical
superdxido (037). As ROS, produzidas localmente no tecido irradiado, sdo responsdveis
por danos oxidativos em biomoléculas e estruturas celulares chave, podendo conduzir a
morte celular do tecido alvo, por apoptose, necrose ou autofagia 123

A PDT pode ser aplicada em vdrias dreas, sendo a principal a oncologia. Nesta
drea a PDT jd se encontra aprovada ou estd em fase de desenvolvimento para o
tratamento de vdrios tipos de tumores, como por exemplo, o cancro da pele (ndo-
melanoma), eséfago e estdmago, cabeca e pescogo, pulmao e bronquios, bexiga € mama

'. A PDT também pode ser aplicada na drea da dermatologia, para tratamento de lesGes

ndo malignas ou pré-malignas e estd a ser desenvolvida para o tratamento de acne e



27,28

psoriase Em oftalmologia a PDT jd foi aprovada para o tratamento da

Degenerescéncia da Mécula Relacionada com a Idade (DMRI) 2,

1.2.1 Aspectos Historicos

As primeiras no¢des de PDT remontam aos primdrdios no século XX, mais
especificamente a 1903, quando von Tappeiner e Jesionek aplicaram topicamente,o
corante eosina para o tratamento de carcinoma basocelular (BCC), um dos tipos de
cancro de pele mais frequente em caucasianos, em conjunto com a aplicacdo de luz
solar 7. Mais tarde, von Tappeiner e Jodlbauer definiram a PDT como a interac¢ado
entre luz, um agente PS e oxigénio, resultando na destruicao do tecido. No entanto, o
potencial da PDT para tratamento de cancro demorou aproximadamente 70 anos a ser
reconhecida ’.

Em 1960, Lipson e Baides descobriram, para aplicacdo em PDT, o derivado de

hematoporfirina (HpD) 16,7

O uso deste composto para aplicagio em PDT foi
alimentado por estudos pioneiros em ciéncia bdsica e aplicacdo clinica por Dougherty et
al. em 1975, onde constataram que HpD em combinacdo com luz vermelha pode
erradicar completamente o crescimento do tumor mamdrio de rato %7 Posteriormente
foram iniciados ensaios clinicos com HpD para o tratamento de pacientes com cancro
de bexiga e tumores de pele ". O sucesso deste e de outros ensaios conduziu em 1993,
no Canadd, a aprovacdo regulamentar do primeiro PS para tratamento do cancro por
PDT, o porfimero sddico (Photofrin®), uma versdo purificada da HpD para o
tratamento do cancro da bexiga 67,

Desde entdo, todos os componentes necessdrios a PDT tém sido alvo de pesquisa
e desenvolvimento até a actualidade, com o objectivo de contribuir para que a PDT seja

cada vez mais reconhecida como uma alternativa terapéutica vdlida na dura batalha

contra o cancro.

1.2.2 Mecanismo da PDT

A maioria das moléculas encontram-se no estado fundamental de energia, ou seja,
num estado onde as particulas elementares tém o minimo de energia possivel num
sistema fisico . Um PS no estado fundamental possui dois electrdes com spins opostos,

conhecido como estado singuleto fundamental (Sp), numa orbital molecular de baixa



energia °. A partir da Erro! A origem da referéncia nio foi encontrada. pode-se
observar os processos de absor¢do de luz e de transferéncia de energia que estdo

associados as reac¢des fotoquimicas, sobre as quais assenta o mecanismo da PDT.
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Figura 2 — Representacdo dos mecanismos fotofisicos e fotoquimicos ocorridos durante a PDT °.

Quando o PS ¢ irradiado com luz visivel, este absorve luz e ocorre a transferéncia
de um dos electrées do Sy para uma orbital de maior energia mas o seu spin mantém-se
(primeiro estado singuleto excitado, Si). O PS excitado € muito instdvel apresentando
um tempo de vida muito curto (nano segundos). Como tal, pode perder o excesso de
energia através da emissdo de luz por fluorescéncia e/ou calor por conversiao interna.
Alternativamente, o PS no S| também pode sofrer o processo de conversdo intersistemas
onde hd a inversao do spin do electrao excitado para formar o estado tripleto excitado
(T)). Este estado, onde o spin dos electrdes € paralelo, apresenta um tempo de vida de
maior duracdo (microssegundos), devido ao facto do decaimento de T para o Sy, com
perda de energia através de emissdo de luz por fosforescéncia, ser um processo
“spinforbidden” .

O PS no T, pode sofrer dois tipos de reaccoes: Reac¢do de Tipo I e Reaccado de
Tipo II. Numa reaccdo de Tipo I o PS reage directamente com um substrato, como por
exemplo, a membrana celular ou uma molécula orginica, adquirindo protdes ou
electrdes e formando assim um radical catiénico ou anidnico, respectivamente. Estes

radicais podem ainda reagir com o oxigénio e formar ROS como o HO  ou 0;”. Nas

reac¢Oes de Tipo II, o PS no T; pode decair para o estado fundamental ou transferir a



sua energia directamente para o O, para formar oxigénio no S; ('O»), jd que o oxigénio
molecular no estado fundamental € um tripleto (302) 16

As reacgées do Tipo I e II podem ocorrer simultaneamente e levam,
consequentemente, a producdo de vdrias ROS. A extensdo de cada uma depende do tipo
de PS usado, das concentracdes de substrato e de oxigénio local °. A produgio inicial do
05~ ¢é efectuada, frequentemente, através de reacc¢des do tipo I onde hd transferéncia de
electrdes do PS para o *0, (redugdo monovalente). 03~ por si s6 ndo causa muito dano
oxidativo, mas ao reagir com ele proprio produz H>O, e oxigénio, através da reac¢ao
chamada “dismutacdo” catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD). A partir de
H,0, e 05~ hd a possibilidade de obtengdo de outro radical, o HO'. 03~ actua como
agente redutor ao doar 1 electrdo para reduzir ides metdlicos existentes nas células,
como por exemplo, o 1do férrico (Fe’*). Estes ides metalicos actuam como catalisadores
que convertem H,O, em HO" (Reac¢do de Fenton). O H,O, e HO™ sdo ROS muito
importantes para a PDT porque para além de serem muito reactivas, podem passar
facilmente membranas celulares e ndo podem ser excluidas das células conduzindo mais
facilmente a danos oxidativos na cé€lula e consequentemente a morte celular. A
existéncia de ides metdlicos nas células, em diferentes estados de oxidagdo, € muito
importante para a produ¢do de ROS, como jd referido, relativamente a producdo de
HO'. Outro exemplo é o do ido ferroso (Fe**) que catalisa a quebra da ligacdo oxigénio-
oxigénio do H,0, produzindo HO" e um i&o hidréxido (HO") Ho,

Novas ROS podem ser produzidas através de reac¢Ges em cadeia. Quando hd
producdo de 05~ ¢ HO estes radicais podem reagir entre si e formar '0,. 0, também
pode reagir com 6xido nitrico (NO’), também ele um radical, e formar peroxinitrito
(OONOQO)), outra molécula oxidante altamente reactiva 6,

Radicais também podem reagir com moléculas orginicas, como por exemplo,
dcidos gordos, e formar novos radicais, onde estes por sua vez podem reagir com outras
moléculas numa reac¢io em cadeia causando dano oxidativo. Apesar de todas as células
apresentarem alguma capacidade para reparar o dano oxidativo, o excesso de danos
pode causar mutagGes ou morte celular 6,

As reacgoes de tipo II s3o mecanisticamente muito mais simples do que as reac¢oes de

tipo I, por isso, acredita-se que a maioria dos PS actua via reac¢do de tipo IT '.



1.2.3 Vantagens e Limitacdes da PDT

A PDT apresenta vdrias vantagens em relacdo a outras opg¢des terapéuticas,
nomeadamente as terapias anticancerigenas tradicionais, ja referidas anteriormente 739,
A mais importante € a auséncia de efeitos secunddrios graves, que advém da dupla
selectividade do tratamento por PDT. Esta dupla selectividade deriva da capacidade de
alguns PS se localizarem preferencialmente em lesdes neopldsicas, bem como da
entrega de luz de forma precisa apenas no tecido alvo, minimizando assim os danos nos
tecidos sauddveis circundantes. Consequentemente, a produ¢do de ROS fica limitada ao
tecido irradiado e, devido aos seus tempos de vida muitos curtos, a sua ac¢io destrutiva
fica confinada ao tecido alvo "°. E um tratamento ndo invasivo, a repeticao do
tratamento pode ser realizada nio resultando em toxicidade cumulativa, e tanto o PS
como a irradiacdo ndo comprometem as outras modalidades terapéuticas. Assim, a PDT
pode ser aplicada como coadjuvante de outros tipos de tratamentos anticancerigenos
convencionais '*'”?. Um unico procedimento pode resultar na destruicio da lesdo *° e o
tratamento € altamente eficaz em pequenos tumores superficiais, ndo existindo efeitos
colaterais a longo prazo se os protocolos apropriados forem seguidos correctamente A
PDT néao interfere, ndo danifica, nem causa mudancas significativas nos tecidos, e a
preservacdo do tecido conjuntivo permite a sua anatomia funcional e integridade
mecanica dos 6rgdos ocos submetidos a PDT, jd que praticamente ndo existe fibrose.
Esta ndo alteragdao ou danificacdo dos tecidos, concretamente de elementos teciduais
como o colagénio e elastina, permite a regeneracao do tecido com pouca ou nenhuma
formagdo de cicatriz '”°. Esta caracteristica é muito importante em tratamentos
dermatoldgicos, fazendo com que a PDT também apresente como vantagem um
excelente efeito cosmético . Outra vantagem importante da PDT € a auséncia de
mecanismos especificos de resisténcia .

Em oncologia, uma das principais limitagées da PDT € a sua aplicagdo apenas a
lesdes solidas e ndo metastizadas. As metdstases sdo a causa mais frequente de morte
em pacientes com cancro, por isso muitos estudos tém-se focado em encontrar
condi¢Oes apropriadas para que a PDT possa induzir uma resposta imunitdria anti-

1 . . 4. . ¢
O principal efeito secundério descrito apés um tratamento de

tumoral sistémica
PDT ¢€ a ocorréncia de reaccoes de fotossensibilidade cutdnea apds a exposicdo dos
pacientes a luz solar. Estas reac¢Oes, que se assemelham a queimaduras solares, podem

ocorrer devido aos elevados tempos de permanéncia de alguns PS jd aprovados no
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organismo, como o Foscan® e Photofrin®, que tendem a acumular-se na pele apds o
tratamento *’. A intensidade e duracfio da reacgdo de fotossensibilidade cutinea variam
consoante a molécula fotossensibilizadora administrada.

Outra das limitacdes da PDT prende-se com a sua aplicacdo estar limitada a locais
que possam ser acedidos para a entrega da luz. A tecnologia actual ja permite a
aplicacdo de luz em quase todos os locais do organismo . Para além disso, a limitada
penetracdo da luz nos tecidos, que estd associada aos baixos A aos quais os PS absorvem

radiacdo, também constitui uma limitagdo por parte desta terapia °.

1.2.4 Fotossensibilizadores

A maioria dos PS usados, tanto clinicamente como experimentalmente, baseiam-
se na estrutura tetrapirrélica da porfirina (Erro! A origem da referéncia nao foi
encontrada.). Esta estrutura € encontrada em muitos pigmentos naturais, como a
clorofila e a bacterioclorofila '°. Também pode ser encontrado na hemoglobina e

mioglobina, contendo, nestes casos, no seu centro um ido metélico ferro.

Figura 3 — Macrociclo Tetrapirrélico das Porfirinas '°.

Devido a sua estrutura, um sistema de ligagoes duplas conjugadas, os tetrapirrdis
apresentam normalmente uma banda de absorcdo relativamente grande na regido dos
400 nm, conhecida como banda Soret e um conjunto de bandas de absor¢do mais fracas,
bandas Q, com maiores A (450 a 700 nm) *''. Tendo em conta esta gama de absorcio de
luz das porfirinas e seus derivados, e considerando também a gama de A onde se situa a
janela Optica do tecido (ver seccdo “Fontes e entrega de luz”) as estruturas
tetrapirrdlicas tornam-se importantes nos PS para aplicacdo em PDT.

Os PS de primeira geragdo eram baseados em porfirinas de origem natural, como

é o caso da hematoporfirina (HP) ’. A HP ¢ uma porfirina endégena formada através da

11



hidrélise dcida da hemoglobina . O seu derivado, HpD, deu origem ao primeiro PS
(Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada.) a ser aprovado para aplicagdo em

. . . 6.7
PDT para tratamento de cancro e que continua a ser o mais utilizado e estudado ™.
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Figura 4 — Estrutura do porfimero sédico (Photofrin®) °.

Apesar do porfimero sdédico ter mostrado uma localizacdo preferencial em
tumores e de conseguir bons efeitos tumoricidas quando combinado com luz vermelha,
este composto apresenta algumas limitacdes '. A maior desvantagem inerente ao uso
deste PS prende-se com a fotossensibilidade cutinea de longa duracdo, de 4 a 12
semanas, o que leva a que os pacientes tenham de evitar a exposi¢do solar durante este
periodo de tempo 67 Na clinica, este PS ¢ activado com luz com um X de 630 nm, uma
vez que este ¢ o A maximo ao qual o composto absorve, o que permite uma maior
penetracio da luz nos tecidos . No entanto, devido a absorcdo relativamente fraca neste
A sdo necessarias doses de luz de 100-200 J/cm® para o controlo do tumor. Embora o
pormifero sddico apresente efeito fotodindmico a 630 nm, a eficdcia deste PS poderia
ser melhorada se as bandas de absorcdo se situassem a maiores A, mais concretamente
na zona do vermelho, jd que as bandas de absor¢do a A maiores que 600 nm apresentam
uma maior penetracdo nos tecidos 6 Tendo em conta estas limita¢oes, os quimicos
organicos tentaram descobrir e desenvolver uma segunda geracdo de novos PS, com
melhores propriedades para aplicacdo em PDT e capazes de ultrapassar as limitacdes do
Photorin® "°.

Os PS de segunda geragcao apresentam algumas melhorias relativamente aos de
primeira geracdo, onde se destacam uma menor fotossensibilidade cutdnea e uma maior
eficdcia, devido ao aumento da absor¢io de luz a A mais longo . Entre os PS de

segunda geracdo encontram-se as clorinas e bacteroclorinas, também chamadas
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porfirinas reduzidas, as benzoporfirinas, as ftalocianinas (PC) e em menor extensio as
naftalocianinas, um andlogo sintético do macrociclo ftalocianinico *'*'°.

As clorinas sd3o tetrapirrdis que normalmente resultam da redugao da ligacdo
dupla de um anel pirrol de uma porfirina (Erro! A origem da referéncia nao foi
encontrada.), levando a banda de absorcdo de A mais longo, a ultima banda Q, a
deslocar-se para a regido do vermelho no espectro visivel. Assim, as clorinas
apresentam uma intensa banda de absorcdo entre os 650-690 nm, regido do azul e do
vermelho do especto UV-visivel ®!°. As bacterioclorinas apresentam dois anéis de pirrol
com ligacdo dupla reduzida (Erro! A origem da referéncia nio foi encontrada.), o
que faz com que haja um deslocamento da banda de absor¢do mais para a zona do
vermelho e aumente a sua magnitude 6 Bacterioclorinas apresentam uma intensa banda
de absor¢ao aos 730 nm ' Estas caracteristicas fazem das bacteroclorinas PS mais

eficazes, do ponto de vista fotodindmico, do que as clorinas e porfirinas.
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Figura 5 — Estrutura base das moléculas de Clorina e Bacterioclorina .

Dos PS de segunda geracdo destaca-se o derivado sintético meso-tetra

(hidroxifenil) clorina (mTHPC), que tem o nome comercial Foscan® (Erro! A origem

A . ~ . 14,1
da referéncia nao foi encontrada.) ™ .

Figura 6 — Estrutura do meso-tetra (hidroxifenil) clorina (Foscan®) 6,
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Este PS foi aprovado em 2001 na Unido Europeia para o tratamento paliativo de
cancro da cabeca e pescoco . mTHPC requer doses de luz de apenas 10-20 Jem? para
controlo do tumor, provoca um menor periodo de fotossensibilidade (2 a 4 semanas) e
possui um pico de absorcdo a 652 nm, o que aumenta ligeiramente a profundidade de
penetracdo da luz no tecido, tornando-o assim um melhor PS, comparativamente a

Photofrin "*'*,

16 Através da

As PCs apresentam uma banda de absorcdo intensa a 680 nm
adicdo de um segundo anel benzénico a cada extremidade das PCs obtém-se as
naftalocianinas. Estas absorvem a um A maior do que o das PCs (770 nm) permitindo
uma maior profundidade terapéutica '®.

Um PS de segunda geracdo importante na drea da PDT € a Verteporfirina, de
nome comercial Visudyne®. Em 2000 a Verteporfina foi aprovada como PS para
aplicagdo em PDT para o tratamento da DMRI *2 Este PS é um derivado monoacidico
de uma benzoporfirina (BPD-MA) e apresenta uma banda de absor¢do aos 690 nm
1.19.2021

Ainda dentro dos PS de segunda geragdo existem os chamados PS enddgenos,
como a protoporfirina IX (PpIX) A descoberta de que o dcido 5-aminolevulinico
(ALA) era um percursor metabdlico da PpIX, que pertence a via biossintética do grupo

1,7,14 .
714 Moléculas como o ALA

heme, levou a que ALA fosse usado como PS em PDT
sdo considerados pro-farmacos porque necessitam de ser metabolizados pelo organismo

para se tornarem activos '. A estrutura da protoporfirina IX est4 representada na Figura 7.

OH

Figura 7 — Estrutura da Protoporfirina IX *.

O nome comercial de ALA € Levulan® e este composto foi aprovado em 1999
para o tratamento da queratose actinica na face e couro cabeludo A administracao

exogena de ALA induz uma maior producdo de PpIX, que se acumula no interior da
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célula devido a saturacdo da enzima ferroquelatase, responsdvel pela conversdo da PpIX
em grupo heme. Vdrios tipos de células tumorais apresentam uma menor actividade da
ferroquelatase do que as células normais, o que leva a uma maior acumulagao de PpIX
neste tipo de células, podendo resultar num melhor efeito terapéutico '

PpIX apresenta um espectro de absor¢ao semelhante ao porfimero sédico, sendo
que ambos absorvem luz na gama dos 630 nm, dificultando o tratamento de lesdes mais

7,14
profundas "

. No entanto, a utilizacao de ALA em PDT apresenta vantagens em relacio
a utilizacdo de Photofrin. ALA € eliminado mais rapidamente do organismo do que
Photofrin ndo apresentando, por isso, praticamente fotossensibilidade cutinea "'*. ALA
apresenta também uma maior selectividade para tumores .

ALA apresenta a desvantagem de ser uma molécula altamente hidrofilica e
carregada. Estas caracteristicas tornam bastante dificil a penetracdo da molécula nas

724 Tem sido observado

c€lulas, o que resulta numa menor conversdo de ALA em PpIX
que quanto mais hidrofébico for um PS, maior a sua incorporacdo pelas células
tumorais e consequentemente, maior € o efeito da PDT 24 Estudos demonstraram que
ALA penetra na pele quando aplicado topicamente, no entanto, a sua penetracdo em
profundidade e em tumores nodulares € bastante limitada o,

Na tentativa de solucionar o problema de hidrofilicidade de ALA e
consequentemente, a sua dificil penetracdo nas células, foram desenvolvidos ésteres
alquilicos de ALA. Estes apresentam maior lipofilicidade e, como tal, sdo capazes de
penetrar na célula mais facilmente 27
As Figura 8 e Figura 9 representam as estruturas de ALA e de um derivado

esterificado de ALA, respectivamente.

O
|

@)

Figura 8 — Estrutura do Acido 5-aminolevulinico *°.
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Figura 9 — Estrutura do Metilaminolevulinato *.

O derivado esterificado de ALA, o metilaminolevulinato (MAL), que apresenta
como nome comercial Metvix®, foi aprovado na Unido Europeia em 2001 para o

tratamento tépico de queratose actinica, BCC e doenca de Bowen 724

. Depois de
penetrar as células, MAL ¢ desesterificado por enzimas intracelulares em ALA e
consequentemente, pode ser convertido em PpIX. Estudos t€ém demonstrado que MAL ¢é
mais selectivo para lesdes cutdneas anormais em comparacdo com ALA, e portanto hd
uma grande acumulacdo de PpIX nessas lesées. O cardcter mais hidrofébico do MAL
facilita a sua penetracao nos tecidos, podendo também atingir profundidades superiores,
comparativamente ao ALA, o que se traduz na reducdo do intervalo DLI e no aumento
da profundidade efectiva de tratamento .

Com o objectivo de ultrapassar as desvantagens inerentes aos PS de segunda
geracdo, tais como a fotossensibilidade cutanea, toxicidade, baixa absorcdo de luz a A
longo e alguma dificuldade em penetrar a membrana celular, tem sido constante a busca
por novos PS, os de terceira geragdo, com as caracteristicas mais proximas do ideal. O
PS ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas:

= ser um composto puro, de sintese fécil e curta, composi¢do constante, elevado
rendimento e baixos custos de produc¢do;

= ndo possuir toxicidade quando nao € exposto a luz;

= apresentar uma maior selectividade para os tecidos neopldsicos em relacdo aos
tecidos normais, promovendo assim uma maior concentracio de PS no tecido
neopldsico;

= ser rapidamente eliminado do organismo de modo a evitar a sua acumulacdo na
pele e assim evitar reac¢oes de fotossensibilidade cutinea;

= apresentar uma elevada absor¢do de luz na regido do vermelho/infravermelho
(600-800 nm), jd que nesta gama a luz tem uma maior capacidade de penetragdo nos
tecidos;

» ter um elevado rendimento quéntico de producio de 'O e outras ROS, que &

favorecido por um T; com tempo de vida e energia adequados;
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= apresentar uma solubilidade adequada em formula¢Ges biocompativeis que
permitam a sua administracdo no organismo;
= causar poucos efeitos secunddrios, como hipotensao, reac¢des alérgicas e dor;

‘- . £ 1,6,7,15,24
» deve ser mutagemco nem carcinogenico .

Como ja foi referido, até a data, varios PS ja foram aprovados clinicamente para
aplicagcdo em PDT. No entanto, as suas limitagGes estdo bem identificadas, o que tem
motivado o esfor¢o constante no desenvolvimento de uma nova geracdo de PS, com
caracteristicas mais proximas do ideal. Alguns ainda estdo em fase de testes pré-
clinicos, outros ja se encontram em fases avangadas de desenvolvimento clinico.

Na Tabela 2 sao apresentados os PS que, até 2011, estavam aprovados para

aplicacao em PDT e os que se encontravam em ensaios clinicos.

Tabela 2 — Lista dos PS utilizados clinicamente para PDT (aprovados ou em ensaios
clinicos) até 2011, incluindo a indicacdo da sua familia, A de absorc¢do, regido de

aprovacdo e indicacOes terapéuticas g

WAVELENGTH,

PHOTOSENSITIZER STRUCTURE fim APPROVED | TRIALS CANCER TYPES
Porfimer sodium (Photofrin) (HPD) | Porphyrin 630 Warldwide Lung, esophagus, bile dud, bladder, brain, ovarian
Als Parmphyrin 635 Worldwide Skin, bladder, brain, esophagus

precursor
ALY esters Parphyrin 635 Europe Skin, bladder

precursor
Temopardfin {Fascan) (mTHPC) Chlarine 652 Eurape United States Head and nedk, lung, brain, skin, bile duct
Verteporfin Chlorine 690 Worldwide | United Ophthalmic, panaeatic, skin

{AMD) Kingdom

HPPH Chlarin 665 United States Head and nedk, esophagus, lung
SnEt2 {Purlytin) Chlarin 660 United States Skin, breast
Talaporfin (L1511, MACE, NPe6) Chlarin 660 United States Liver, colon, brain
Cet-PVP (Fotalon), Ceb derivatives Chlarin 660 Belarus, Russia Masopharyngeal, sarcoma, brain
(Radachlorin, Photodithazine)
Silicon phthalocyanine {Ped) Phthalocyanine | 675 United States Cutaneous T-cell lymphoma
Padoporfin (TOOKAD) Bacteriochlorin 762 United States Prostate
Motexafin lutetium (Lutex) Texaphyrin 732 United States Breast

1.2.5 Fontes e Entrega de Luz

Para além dos avancgos na quimica, no que diz respeito ao desenvolvimento de

novos PS, também a drea das fontes de luz estd a ter grandes progressos que facilitam a
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entrega de luz no tecido alvo, contribuindo para uma melhoria na eficdcia dos
tratamentos por PDT.

A activagao de PS pode ser realizada por diferentes tipos de fontes de luz, como
por exemplo, lampadas incandescentes, lampadas de arco, LED’s (light emitting diodes)
ou lasers "*"®. O desenvolvimento de lasers que emitem luz de A preciso, onde os feixes
de luz podem ser facilmente focados nos locais onde se pretende realizar o tratamento,
foi um importante avanco para a PDT 7. Os primeiros lasers desenvolvidos para PDT
eram equipamentos extremamente caros, grandes, imdveis e que necessitavam de
elevado suporte técnico. Com os novos avangos na tecnologia produziram-se lasers de
diodo de baixo custo, pequenos, compactos e portdteis, conseguindo manter uma
poténcia adequada as aplicacoes em PDT. No entanto, os lasers de diodo apenas
conseguem emitir num A fixo, o que os torna especificos para um determinado PS 7.0
desenvolvimento da tecnologia de fibra dptica também foi um marco importante para a
PDT, ja que o acoplamento de lasers a dispositivos flexiveis de fibra dptica permite a
entrega de luz directamente no tecido alvo de forma precisa e homogénea '’.

Outras fontes de luz alternativas, os LED’s, apresentam bandas espectrais
relativamente estreitas e podem fornecer fluéncias elevadas, até 150 rnW/cmz, aAna
gama de 350-1100 nm "’. Sdo pequenos e mais baratos do que as outras fontes de luz
mencionadas ' e tém a vantagem, comparativamente aos lasers, de poderem ser mais
facilmente aplicados no tratamento de lesdes de maior drea.

A luz ao penetrar no tecido pode ser absorvida ou dispersa. O facto dos tecidos
biologicos ndo serem homogéneos e apresentarem heterogeneidades microscopicas
(macromoléculas, organelos celulares, estrutura celular organizada, camadas
intersticiais, etc) faz com que a luz tenha pouca capacidade para se propagar no seu
interior, devido principalmente a sua dispersdo. A existéncia de cromdéforos enddgenos,
como a hemoglobina, mioglobina e citocromos, sdo os responsdveis pela absor¢cdo de
parte significativa da luz que incide no tecido. A extensdo em que estes fendmenos
ocorrem depende do tipo de tecido e do A da luz. O conhecimento da 6ptica do tecido
permite planear o tratamento da lesdo, tal como prevé a forma como a luz € distribuida
dentro do tecido ou 6rgdo alvo, de modo a optimizar o resultado clinico. O simples facto
de se saber que diferentes tipos de tecidos, e até mesmo, o mesmo tipo de tecido ou
orgao, apresentam diferentes propriedades Opticas ajuda a prever possiveis variacdes na

forma como a luz € absorvida e dispersa g
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A combinacgdo da absorcdo de luz pelos principais croméforos endégenos (oxi e
deoxi-hemoglobina e a melanina) a menores A e a ocorréncia de absor¢do de luz pela
dgua a A superiores a 1300 nm, conduziu & defini¢do do conceito de Janela Optica do
Tecido, que se situa entre os 600 e os 1300 nm e que corresponde a regido do espectro

electromagnético onde os tecidos sdo mais transparentes a luz (Figura 10).
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Figura 10 — Janela Optica do Tecido. Espectros de absor¢do de cromdforos teciduais (desoxi e oxi-

hemoglobina e melanina) e da dgua °.

Apesar da janela dptica do tecido ir até aos 1300 nm, a A maiores que 850 nm a
energia dos fotdes incidentes deixa de ser suficiente para excitar a molécula de PS e dar
inicio a reac¢do fotoquimica, o que se reflecte na diminui¢ao da eficdcia do tratamento
!. Assim, foi definida a Janela Fototerapéutica para a PDT entre os 600 e os 850 nm °.
Dentro desta gama, a excitacio do PS ¢ feita normalmente no A mais longo

correspondente a uma das suas bandas de absor¢cdo de luz, maximizando assim a

profundidade efectiva de tratamento (Figura 11).
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Figura 11 — Propagacio da luz nos tecidos .
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A profundidade efectiva de tratamento aumenta com o aumento do A da luz, sendo
de 1-3 milimetros a 630 nm e de cerca de 10 milimetros entre os 700-850 nm °.

A escolha da fonte de luz deve basear-se nas caracteristicas do espectro de
absor¢do pelo PS (A das bandas e sua intensidade), no tipo de lesdo (localizagdo,
tamanho, acessibilidade e caracteristicas do tecido), e no custo e tamanho do dispositivo
1.

A eficdcia clinica da PDT vai depender também da dosimetria da luz: dose total,
tempo de irradiacdo e modo de entrega (irradiacdo continua ou fraccionada). A taxa de
fluéncia (ndmero de fotdes que cruzam uma unidade de drea por unidade de tempo)
afecta também a resposta a PDT 9

A fluéncia (F) ou densidade de energia, expressa em J/em?®, é calculada da

seguinte forma:

(equaciao 1)

> |

onde E € a energia total absorvida pelo tecido, expressa em Joules (J) e A € a drea
da superficie irradiada, expressa em cm?” °.
A taxa de fluéncia (I), intensidade ou densidade de poténcia, expressa em W/cm?,

¢ calculada através da equacdo 2:
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[ = (equagio 2)

P
A

onde P € a poténcia de irradiacdo, expressa em Watts (W) e A € a drea da

superficie irradiada expressa em cm?’.

1.2.6 Modos de Accao

A eficédcia da PDT depende de vdrios factores como o tipo e dose de PS usado, o
tempo entre a administracdo do PS e a irradiacdao (DLI), a dose total de luz e a sua taxa
de fluéncia e a concentracdo de oxigénio do tumor '. Todos estes factores levam 2a
ocorréncia de processos independentes que contribuem para a destrui¢cdo do tecido alvo,
ou seja, para o efeito final da PDT. Este efeito final pode resultar da conjugacdo de um
ou mais modos de accdo. Na aplicacdo da PDT para o tratamento do cancro, o efeito
citotoxico directo das ROS conduz a morte das células tumorais, pela indugdo de
necrose, apoptose ou autofagia, e pode também levar a destruicdo da vasculatura
tumoral, privando o tumor de oxigénio e nutrientes e contribuindo para a sua
eliminacdo. Para além disso, tem sido descrito por vdrios autores que a PDT
normalmente origina uma reac¢do inflamatdria aguda local, com mobiliza¢do de células
do sistema imunitdrio tais como células dendriticas e neutrdfilos, que promovem a
remog¢do de células mortas e a restauracdo da homeostasia do tecido afectado. Esta
reaccdo inflamatdria ndo especifica pode posteriormente levar ao desenvolvimento de
uma resposta imunitdria anti-tumoral especifica e com ac¢do sistémica, que pode ter um
papel relevante no controlo de possiveis metdstases noutros locais do organismo (Figura

12) ',
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Figura 12 - Mecanismos de ac¢do sobre tumores através de Terapia Fotodindmica *.

1.2.6.1 Mecanismos de Morte Celular Induzidos pela PDT

Segundo a literatura, ndo existe um tnico caminho que leve a morte celular apos
tratamento por PDT. A PDT pode evocar as trés principais vias de morte celular:
apoptose, necrose e autofagia associada 4 morte celular '~

O tipo de morte celular observada apés PDT depende principalmente da
localizagdo intracelular do PS, mais concretamente dos danos causados no organelo em
que o PS se acumula, e que por sua vez estd directamente relacionada com o seu
mecanismo de ac¢do 3. Sabe-se que a maioria das porfirinas e os seus derivados se
localizam preferencialmente em membranas celulares, incluindo a membrana
citoplasmdtica, mitocondrial e lisossomal, no aparelho de Golgi e no reticulo
endoplasmdtico (ER). Os PS hidrofilicos e anidnicos, por serem muito polares,
dificilmente atravessam a membrana plasmdtica e portanto, sdo internalizados
especialmente através de endocitose, localizando-se principalmente nos lisossomas .

A Figura 13 apresenta as vias de morte celular induzidas pela PDT.
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Figura 13 — Representacio esquemdtica dos mecanismos de morte celular induzidos pela PDT °.

Quando o PS se localiza na mitocdndria, apés a aplicacdo de PDT, o stress
oxidativo provocado pelas ROS geradas no local levard ao aumento da permeabilidade
da membrana externa da mitocondria, regulada por Bcl-2, e posterior libertacdo de
activadores de caspases, como citocromo ¢ e Smac/DIABLO, uma proteina
mitocondrial que potencia algumas formas de apoptose, ou outros mediadores pro-
apoptoticos, incluindo factor de inducdo de apoptose (AIF). A activacdo de cascatas de
caspase, mais concretamente das caspases efectoras, como a caspase-3, -6 e -7, conduz a
clivagem de substratos celulares causando alteracdes morfolégicas e bioquimicas
caracteristicas, observadas em células que se encontram em processo de morte por
apoptose A clivagem da lamina nuclear € seguida pela condensacdo da cromatina e
encurtamento do nicleo. E a ldmina nuclear que confere estabilidade ao envelope
nuclear e ao interagir com a cromatina permite a organizacio tridimensional do ntcleo.
Durante a apoptose ocorre a fragmentacdo do ADN devido a clivagem do inibidor da
Desoxirribonuclease Activada por Caspase (CAD), verifica-se uma retraccao da célula e
a sua fragmentagao causada pela clivagem de proteinas do citoesqueleto e a formacao
de corpos apoptdticos sem colapso da membrana plasmatica '3 Quando h4 dano no ER
ocorre a libertacao de cdlcio acumulado para o citosol levando a ocorréncia do processo
apoptético °. Geralmente, as células em apoptose libertam sinais para que as células
fagociticas do sistema imunitdrio procedam a sua eliminacdo e dos corpos

1
remanescentes .
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A apoptose € descrita como a morte celular programada, sendo considerada um
processo muito complexo e constituido por vdrias vias e etapas 3, sendo normalmente
considerada como a principal via de morte celular em resposta a PDT L

O mecanismo de morte celular depende da intensidade do protocolo de PDT, que
estd relacionada com as doses de PS e de luz utilizadas. Se a intensidade do tratamento
for elevada, a morte celular tende a ocorrer devido a necrose, enquanto uma baixa
intensidade do tratamento predispde as células para a morte celular por apoptose 3,

Os mecanismos moleculares subjacentes a necrose ainda sdo elusivos. No entanto,
sabe-se que o excesso de producdo de ROS mitocondrial, danos lisossomais, a
sobrecarga intracelular de Ca®* e a inibicdo da ac¢do das caspases estdo recorrentemente
envolvidos nesta via de morte celular '. A deplecdo de ATP para um nivel incompativel
com a sobrevivéncia da célula, e a perda da integridade da membrana plasmatica,
devido a localizacdo de PS na membrana aquando do tratamento fotodindmico, também
levam a morte celular através de necrose °. A necrose é morfologicamente caracterizada
pelo aumento de volume do citoplasma, destruicio de organelos e a desintegracao
progressiva da membrana plasmdtica, que leva a fragmentacdo celular e,
consequentemente, a libertacdo do conteido celular e moléculas pré-inflamatdrias para
o meio extracelular *.

Os danos celulares causado pelo stress oxidativo provocado pela PDT também
podem levar & morte ceular por autofagia '. Autofagia é um mecanismo celular
catabdlico que conduz a degradacao de componentes da propria célula, permitindo que a
cé€lula mantenha um equilibrio entre a sintese, a degradacdo e a reciclagem dos seus
constituintes. Todos os processos autofdgicos envolvem a degradacdo lisossomal de
organelos celulares e proteinas ’. No mecanismo de autofagia mais conhecido hd a
formacgdo do autofagossoma, uma estrutura de dupla membrana que deriva do ER liso.
O autofagossoma rodeia organelos envelhecidos ou danificados, ou outros componentes
citoplasmdticos, produzindo uma vesicula que € transportada e fundida com o
lisossoma, formando o autofagolisossoma onde o seu conteido € degradado por
hidrélases lisossomais .

Ainda ndo € completamente claro como o resultado da PDT conduz a autofagia.
Sabe-se que as células de mamifero usam a autofagia como uma defesa contra danos
causados por ROS, eliminando da célula os organelos danificados °. Dependendo do
tipo de ROS e grau de lesdo oxidativa, a PDT pode estimular a autofagia de modo a

preservar a viabilidade celular apds a lesdo fotodinamica ou induzindo a morte celular

24



autofdgica .

Aquando da aplicacdo de PDT, vdrias proteinas, algumas envolvidas no processo
de autofagia, podem ser danificadas pelas ROS produzidas. Alguns PS que se localizam
na mitocondria e no ER causam danos em Bcl-2 e dd-se a ligagdo de Beclinl, uma
proteina pro-autofdgica, o que desencadeia o processo autofdgico °. Outros PS afectam a
proteina IP3, que regula o processo de autofagia associado ao ER, ou o alvo da
rapamicina cinase (TOR), que controla o crescimento celular e sintese proteica, e
participa na via de sinalizacdo autofigica °.

A PDT também pode afectar a autofagia ao danificar os organelos que estdo
envolvidos neste processo. Alguns PS t€m como alvo os organelos relacionados com a
autofagia como lisossomas e endossomas. Neste caso, o direccionamento especifico da
PDT € para este organelo, e as enzimas lisossomais sdo inactivadas antes da ruptura da
membrana lisossomal, ndo causando danos ao resto da célula. Assim, este tratamento
pode ser utilizado para enriquecer selectivamente autofagossomas. No entanto, existem
outros PS que se ligam a membrana lisossomal fazendo com que ela se rompa aquando
da irradiacdo. Esta ruptura leva a libertacdo de proteases que podem induzir a apoptose
por clivagem de Bid (proteina pré-apoptotica Bel-2 contendo apenas o dominio BH3)

mediada por catepsina °

. Desta forma, verifica-se que a influéncia da PDT nos
mecanismos de autofagia depende do tipo de PS utilizado.

A autofagia pode desempenhar um papel na apoptose induzida por PDT, mas os
dois processos também sao independes um do outro. Um estudo realizado em células de
leucemia linfobldstica de murganho (L1210) permitiu saber que autofagia pode ocorrer
antes da apoptose. A situacdo € diferente para as células tumorais que ndo possuem a
capacidade de sofrer apoptose devido a existéncia de uma deficiéncia em Bax e Bac,
proteinas que regulam a via apoptotica. Nestas células, a autofagia induzida por PDT
estimula a necrose. Estudos mostraram que a supressdo da autofagia em células com
deficiéncia em realizar apoptose resultou na inibicdo da morte celular durante a PDT.
Necrose, bem como autofagia pode ser um modo de morte celular dominante apés PDT
quando a apoptose € disfuncional 3

No geral, a inducdo da autofagia em células tratadas com PDT ocorre
independentemente de um resultado apoptético. Em células que sofrem apoptose, a
autofagia pode minimizar os efeitos destrutivos da PDT ao reciclar os organelos
danificados. Isto permite que a PDT, aplicada a células cancerigenas, possa ser

melhorada através da supressao de proteinas pré-autofdgicas .,
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E de salientar que vdrios PS podem localizar-se em mais do que um organelo e

como tal, a activaclo das diferentes vias de morte celular pode ocorrer simultaneamente
3
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2. c
Objecctivea

O desenvolvimento de novas terapias de combate ao cancro, capazes de superar as
desvantagens associadas as terapias anticancerigenas tradicionais, € um dos grandes
desafios cientificos do nosso tempo. A PDT € vista actualmente como uma das terapias
mais promissoras para o tratamento desta patologia, o que tem motivado uma grande
aposta sobretudo ao nivel da descoberta e desenvolvimento de PS mais eficazes e com
menores efeitos secunddrios.

Nesse sentido, a Luzitin, SA (empresa do grupo Bluepharma) tem trabalhado no
design, sintese e desenvolvimento de novos PS para PDT do cancro. Esse trabalho
conduziu a descoberta de uma nova molécula, a LUZ11, que demonstrou excelente
eficdcia e seguranga na fase de desenvolvimento nio-clinico e que, recentemente, entrou
em fase de ensaios clinicos em doentes com cancro avancado da cabeca e pescogo.
Enquanto isso, novas moléculas com outras caracteristicas continuam a ser produzidas e
estudadas noutras indicacoes terapéuticas, no sentido de aumentar o portefélio de
compostos em desenvolvimento.

Assim, procurando melhorar as caracteristicas dos PS jd existentes e que possam
ser estudados em novos alvos terapéuticos, este trabalho tem como objectivo geral
avaliar a actividade bioldgica in vitro de trés novas moléculas, candidatos a PS, com
vista a selec¢do das que apresentem as melhores caracteristicas para avancarem para a
fase seguinte de desenvolvimento ndo-clinico. Com este propdsito, foram realizados
vdrios estudos com os seguintes objectivos especificos:

1. Caracterizar a interaccdo dos compostos com as células em cultura,
nomeadamente a sua cinética de acumulagdo celular;

2. Estudar a toxicidade das trés moléculas candidatas a PS em duas linhas celulares
tumorais em cultura, na auséncia de luz e apds irradiacao;

3. Avaliar os mecanismos de morte celular induzidos pela aplicagdo do protocolo

de PDT.
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Nos estudos com as novas moléculas serd incluido também a LUZI11, que assim
poderd servir de referéncia, uma vez que as suas caracteristicas e actividade bioldgica ja

sao bem conhecidas a nivel interno.
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3.1 Preparacio de Meios e Solucdes para Cultura Celular

Todos os procedimentos que envolveram a manipulacao de células e respectivos
meios de cultura, solugGes tampdo, reagentes ou materiais foram realizados em
condi¢cOes de assepsia no interior de uma cdmara de fluxo laminar vertical Steril Polaris
48 (Steril, Massa Martana, Itdlia). Todas as solucdes para cultura celular preparadas
foram esterilizadas por filtracao sob vdcuo através de um filtro Whatman ME 24 ST
com 0,2 ym de tamanho de poro (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). A
esterilizacdo dos materiais foi realizada por autoclavagem.

O meio de cultura utilizado foi o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 24 mM bicarbonato de sédio
(NaHCO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 10 mM de HEPES (2-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-ethanesulfonic acid ) (VWR Chemicals, Leuven, Bélgica),
50 ml de soro fetal bovino (FBS) inactivado (Biochrom, Berlim, Alemanha), e mistura
de antibidticos penincilina (100 IU/ml) e estreptomicina (100xg/ml) (Lonza, Verviers,
Bélgica).

A solugdo tampao de fosfato salino (PBS) pH 7.4 utilizada foi preparada no
laboratdrio e tem a seguinte composi¢ao: 137 mM cloreto de sédio (NaCl) (Merck,
Darmstadt, Alemanha), 2,7 mM Cloreto de potdssio (KCI) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), 10 mM Hidrogenofosfato de di-sédico (Na,HPO,) (Panreac, Barcelona,
Espanha), 1,8 mM Di-hidrogenofosfato de potdssio (KH,PO,4) (Panreac, Barcelona,
Espanha), 1 mM Cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0O) (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e 0,5 mM Cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
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3.2 Condicoes de Cultura Celular

A seleccdo das linhas celulares a estudar neste projecto foi feita a partir de um
conjunto de linhas celulares tumorais disponiveis no laboratério. Foram seleccionadas
uma linha de origem humana e outra de origem animal que jd haviam sido bastantes
utilizadas anteriormente em estudos de actividade bioldgica in vitro de compostos para
PDT, nomeadamente estudos relacionados com o desenvolvimento do composto lider
LUZI11 (Luzitin, SA, Coimbra, Portugal). As duas linhas celulares utilizadas neste
estudo, HT-29 e CT26, foram adquiridas a ATCC-LGC Standards (Barcelona, Spain).
As células HT-29 sdo células epiteliais de adenocarcinoma colorectal de humano e as
CT26 células do fibroblasto de carcinoma do cdlon de ratinho, sendo que ambas sdo
células aderentes.

As células foram mantidas em atmosfera humidificada com 5% de CO,, a 37°C
numa incubadora Binder CB 150 (Binder, Tuttlingen, Alemanha).

As linhas celulares para o estudo, estavam crio-preservadas em azoto liquido (-
196°C), foram descongeladas e colocadas em cultura. Cada tubo de crio-preservacdo
(contendo aproximadamente 1,5x10° células) foi colocado imediatamente no banho de
dgua a 37°C, até a descongelacdo completa do seu conteido (aprox. 30 seg).
Seguidamente, o conteddo do vial foi transferido para um frasco de cultura estéril de
75cm’ (Orange Scientific, Braine-1'Alleud, Bélgica) contendo 25mL de meio de cultura
DMEM, previamente aquecido a 37°C. O frasco com as células em cultura foi colocado
na incubadora de CO, durante a noite, para permitir a adesdo das células a sua

superficie, e no dia seguinte o meio de cultura foi substituido.

3.3 Subcultura das Linhas Celulares HT-29 e CT26

Quando a linhas celulares aderentes atingem o seu estado de confluéncia, isto €,
ocupam toda a drea disponivel, devem ser subcultivadas para que possam prosseguir o
seu crescimento exponencial € manter a viabilidade celular. Para isso, o meio de cultura
antigo foi removido e a superficie de crescimento foi lavada com 2 mL de solucdo de
Tripsina/EDTA (Lonza, Verviers, Bélgica). De seguida foram adicionados as células
mais 4 mL de solugdo de Tripsina/EDTA e o frasco de cultura foi incubado a 37°C de

modo a promover o destacamento das células do frasco de cultura (entre 5 a 10
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minutos). A tripsina € uma enzima proteolitica que permite o destacamento e
individualizacdo de células aderentes, através da digestdo das proteinas que promovem a
ligacdo com células vizinhas e com a superficie de cultura.

Ap6s a verificagdo visual do destacamento das células foram adicionados 6mL de
meio de cultura DMEM e as células foram ressuspensas. Nesta fase as células em
suspensao estdo prontas para serem utilizadas nos ensaios in vitro, apés determinacao da
densidade celular, ou podem ser apenas subcultivadas com o objectivo de as manter em
cultura em condi¢cdes adequadas ao seu crescimento. Neste caso, 0,5 a 1 mL de
suspensdo celular € transferido para um novo frasco com 25 mL de meio de cultura, que
¢ depois colocado na incubadora de CO,. O procedimento de subcultura nio deve ser
realizado mais do que uma vez a cada 48 horas porque o tratamento com tripsina ¢ um
procedimento que induz algum stresse celular. Para estas linhas celulares a

periodicidade normal foi 2 vezes por semana.

3.4 Determinaciao da Densidade Celular

Nos estudos que envolvem o uso de células em cultura € necessdrio proceder-se a
determinagdo da densidade celular na suspensdao de modo a poder preparar uma
suspensao com uma densidade celular adequada ao estudo em questdo. Assim sendo, a
contagem do numero de células vidveis foi efectuada manualmente utilizando um
hemocitémetro (Cidmara de Neubauer) através do método de exclusido do corante azul
de tripano.

Para proceder a contagem do nimero de células estas devem encontrar-se
totalmente individualizadas. Assim, apds o destacamento das células do frasco de
cultura, por accdo da tripsina, e ressuspensao em meio de cultura (sec¢do 3.3), retirou-se
uma amostra da suspensdo celular para um micro-tubo, a qual se adicionou um
determinado volume da solucdo de azul de tripano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) a 0,4% em PBS. Este corante permite a distincdo entre células vivas e mortas,
uma vez que nao consegue atravessar as membranas integras das células vivas que
apresentam cor branca. Ja as células mortas, que apresentam a membrana danificada,
adquirem o corante apresentando cor azul.

Seguidamente transferiu-se 10 ul. da suspensdo corada para cada cdmara do
hemocitometro Bright-Line (Hausser Scientifc, Horsham, PA, EUA) e efectuou-se a

contagem das células vidveis, em cada quadrante, usando o microscépio Optico de
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contraste de fase invertido Motic AE-31 (Motic Incorporation, Causeway Bay, Hong
Kong) com uma ampliacido de 100x. O nimero de células vidveis por mL de suspensdo
¢ obtido através da média do nimero de células vidveis por quadrante, multiplicado por

10* e pelo factor de dilui¢do no azul de tripano.

3.5 Cinética de Acumulag¢ao Celular do PS

A interac¢do dos PS com células eucaridticas depende principalmente das suas
propriedades fisico-quimicas. A sua actividade fototéxica estd dependente da sua
ligacdo e/ou entrada nas células alvo, uma vez que as ROS t€m um raio de ac¢do muito
reduzido. Com o intuito de estudar a capacidade de ligacdo e/ou acumulacdo dos
diferentes PS nas duas linhas celulares em estudo procedeu-se a avaliagdo da suas
cinéticas de acumulacdo intracelular dos sensibilizadores. Desta forma pretendeu-se
também definir o tempo 6ptimo de incubacdo dos PS com as células, de forma a
maximizar a sua acumulacdo nas células e assim potenciar o seu efeito fototdxico
aquando da aplicagcao do protocolo de PDT. Para estes ensaios, foram utilizadas placas
de 48 pocos Costar® (Corning, Nova Iorque, EUA) nas quais foram distribuidas as
células num volume de 250 uL de meio de cultura por poco: 50000 células por poco
para as células CT26 e 80000 células por pogo para as células HT-29. Seguidamente, as
placas foram incubadas durante a noite a 37°C, para permitir a aderéncia das células. No
dia seguinte, adicionaram-se as células 250 L de uma solugdo de 5 yuM de cada PS em
meio de cultura. As células foram incubadas a 37°C durante um determinado periodo de
tempo até 24 horas, apés o qual se procedeu a avaliacdo da quantidade de PS
ligado/internalizado pelas células. Os tempos de andlise definidos foram 2, 4, 6, 14, 17,
20 e 24 horas. Para cada tempo de incubagao foram utilizados 8 pogos com células, apds
o qual se efectuaram 3 lavagens com 200 L de PBS. Apds a lavagem, as células foram
ressuspendidas em 200 pL de tampao de lise (0.5% Triton X-100 em PBS), que se
deixou actuar durante 5 minutos. Nesta fase, juntou-se o contelddo de 4 pocos num tubo,
tendo ficado 2 tubos por cada tempo de incubagdo. De cada tubo retiraram-se 30 ul do
lisado celular para quantificacdo de proteina, que ficou refrigerado para posterior andlise
no mesmo dia (ver seccao 3.5.1). Adicionaram-se 2 mL de Etanol:DMSO (3:1) (VWR
Chemicals, Leuven Bélgica; Merck, Darmstadt, Alemanha) ao restante lisado em cada
tubo, seguido de 30 segundos de agitacdo em vortéx e de centrifugacdo a 2000 rpm

durante 10 minutos. Depois, recolheram-se 2 mL de sobrenadante que foi analisado
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num espectrofotémetro Cary Series UV-Vis-NIR Spectrophotometer (Agilent
Tecnhologies, Santa Clara, CA, EUA) para determinacdo do espectro na gama de
comprimentos de onda entre os 300 e os 800 nm, que corresponde a gama espectral
relevante para a andlise de porfirinas e bacterioclorinas. Os espectros obtidos foram
depois analisados para se obter a absorvancia correspondente a banda de absorc¢do de
luz a 420 nm para as porfirinas e 745 nm para a bacterioclorinas. A absorvancia
determinada nestas condi¢des para cada composto na amostra de lisado celular serd
proporcional & sua concentragdo. No mesmo dia da andlise espectrofotométrica foi
também determinada a quantidade total de proteina em cada tempo de andlise através do
método do dcido bicinconinico (BCA) descrito na sec¢do 3.5.1. Como a quantidade de
proteina na amostra € proporcional ao nimero de células presentes, serd possivel
proceder a normalizacdo da absorvancia, determinada para cada composto, em funcdo

do numero de células presentes.

3.5.1 Determinac¢ao da Quantidade Total de Proteina: Método do
Acido Bicinconinico (BCA)

A quantidade de proteina em cada amostra (2 amostras por tempo de incubacao)
foi determinada pelo método colorimétrico do BCA (BCA Assay Kit, Sigma, St. Louis,
EUA), de forma a estabelecer a relacdo entre a absorvancia medida para cada PS e o
numero de células presentes. Na presenca de proteinas e sob condigdes alcalinas, forma-
se um complexo Cu”*-proteina seguido pela reducdo de Cu** a Cu*. O BCA forma com
0 130 Cu” um complexo azul purpura que apresenta um mdximo de absorvancia a 562
nm e € proporcional a quantidade de proteina presente s,

Para a determinacdo da absorvéancia colocaram-se numa placa de 96 pocos (BD-
Falcon, Franklin Lakes, NJ, EUA), os 30 uL do lisado celular, retirados previamente tal
como referido na sec¢do 3.5, juntamente com solucdes padrao de albumina sérica
bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), nas concentracdes 0, 100, 150,
400, 600 e 900 pg/mL, para constru¢do da curva padrdo. Foram adicionados 200 uL de
Reagente BCA em cada pogo e de seguida a placa foi agitada durante 30 segundos no
fotémetro para microplacas Multiskan EX. O reagente BCA foi preparado
imediatamente antes da sua utilizagdo através da mistura do reagente A (4cido
bicinconinico) e do reagente B (4% (m/v) de sulfato de cobre Il penta-hidratado) numa

propor¢do de 50:1 (Reagente A:Reagente B). Seguidamente tampou-se a placa e
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incubou-se num banho de dgua a 37°C durante 30 minutos, protegida da luz com papel
de aluminio. Depois de arrefecer até a temperatura ambiente mediu-se a absorvancia a
540 nm no fotémetro para microplacas Multiskan EX..

A quantidade de proteina para cada amostra foi determinada a partir da equacio
da recta padrdo que relaciona a Absssonm cOm a concentracio de proteina em pg/mL das

solucdes padriao de BSA.

3.6 Estudos de Toxicidade de PS em Cultura Celular

Um tratamento de PDT requer sempre a combinacdo simultinea de um PS e de
luz com um comprimento de onda especifico, na presencga de oxigénio molecular. Por si
sO, um bom candidato a PS devera apresentar um efeito citotoxico nas cé€lulas tdo baixo
quanto possivel. Como tal, em primeiro lugar, procedeu-se a avaliacdo da citotoxicidade
dos PS em estudo na auséncia de luz e, posteriormente foram realizados estudos de
fototoxicidade apds irradiacao.

Os compostos candidatos a PS em estudo foram trés porfirinas com a designacao
de LUZ37, LUZA1P e LUZ62P (Luzitin, SA, Coimbra, Portugal). Como referéncia,
também foi estudado o PS com a designacdo de LUZI11 (Luzitin, SA, Coimbra,
Portugal), uma bacterioclorina que ja se encontra numa fase de desenvolvimento clinico
na empresa. A actividade bioldgica da LUZI1 nas linhas celulares em estudo ja se
encontra bem caracterizada. Como tal, a comparagao dos resultados dos estudos com os
novos PS permitird aferir a reprodutibilidade dos protocolos e das técnicas utilizadas e
para seleccionar as moléculas candidatas com maior potencial terapéutico para

prosseguirem para as fases seguintes do desenvolvimento.

3.6.1 Toxicidade na Auséncia de Luz

Para o estudo da toxicidade na auséncia de luz, células 80-90% confluentes foram
destacadas, contadas e distribuidas em microplacas de 96 pogos (BD-Falcon, Franklin
Lakes, NJ, EUA), com uma densidade de 3000 células por poco para as células CT26 e
8500 células por pogo para as c€lulas HT-29, em 100 uLL de meio de cultura.
Seguidamente as placas foram incubadas durante a noite a 37°C, para as células
aderirem. No dia seguinte, foram adicionados as células os PS a testar em 100 L de

meio de cultura (volume final no pogo 200 xL) de modo a obter as concentracdes de
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incubagdo pretendidas. Em cada placa foram incluidos pogos como controlo negativo
(células com meio de cultura sem PS), de modo a definir o 100% de viabilidade celular.
Também se incluiram pogos de controlo da percentagem de solvente, utilizado para
dissolver os PS e permitir a sua subsequente diluicdo em meio de cultura. Para LUZ11
utilizou-se como solvente uma mistura de propilenoglicol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e etanol absoluto (VWR Chemicals, Leuven, Bélgica) [PG/EtOH (60/40,
v/v)] e para os restantes PS o solvente utilizado foi dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Em todos os ensaios a % total de solvente em contacto
com as células foi menor ou igual a 1,25%.

Ap6s o periodo de incubacdo na auséncia de luz, definido para cada PS (ver
seccao 4.2), as c€lulas CT26 foram lavadas com 200 yL de meio DMEM e as HT-29
com 200 uL. de PBS (pH 7,4), enriquecido com ides de cdlcio (Ca2+) e de magnésio
(Mg2+), para remocdo do fidrmaco ndo internalizado. As células CT26 foram lavadas
com meio DMEM pois verificou-se que eram mais sensiveis a lavagem com PBS,
sofrendo um destacamento considerdvel. Depois da lavagem adicionaram-se 200 uL de
meio novo DMEM em cada poco e as placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C.
Apo0s este periodo de incubagdo, foi determinada a viabilidade celular através do ensaio

de reducdo da resazurina (nome comercial AlamarBlue®) (ver sec¢do 3.6.3).

3.6.2 Fototoxicidade apos PDT

O procedimento para avaliacao da fototoxicidade dos quatro PS foi semelhante ao
descrito na sec¢do anterior. Neste caso, apds a lavagem das células para remocao do PS
ndo internalizado foram adicionados 100 L. de meio DMEM a cada poco e de seguida
as células foram irradiadas com luz de comprimento de onda especifico. Nos ensaios
com LUZI11 as células foram irradiadas com luz de 748 nm com uma intensidade de 8,0
mW/cm® emitida por um laser de diodo acoplado a uma fibra 6ptica (modelo
LDM750.300.CWA.L.M, Omicron-Laserage, Dudenhofen, Alemanha). Nos ensaios
com LUZ37, LUZ41P e LUZ62P as células foram irradiadas com luz de 412 nm com
uma intensidade de 2,2 mW/cm® emitida por um dispositivo de LED protétipo
(propriedade de Luzitin, SA). A dose de luz utilizada em todos os ensaios foi de 1
J/em®. Para estes estudos as células foram distribuidas em placas de 96 pogos pretas
com fundo transparente (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, EUA) para impedir a

dispersdo de luz para pogos adjacentes.
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Ap6s a irradiacdo adicionou-se 100 L. de meio DMEM a cada pogo (volume total
200 pL) e as placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C. Apds este periodo a
viabilidade celular foi determinada através do ensaio de redug¢do da resazurina (ver
seccao 3.6.3).

Em cada ensaio foram incluidos trés controlos: a) controlo negativo (células com
meio de cultura sem PS e sem irradiacdo); b) controlo do efeito da luz (células em meio
de cultura sem PS e com irradiacdo); c) controlo com PS no escuro (células, meio de
cultura com as trés concentragées mais elevadas do PS em estudo e sem irradiacdo).
Este tltimo controlo permite confirmar se nenhuma das trés concentracdes mais
elevadas usadas neste estudo, na auséncia de luz, provoca algum efeito na viabilidade
celular.

As gamas de concentracoes de PS a testar nos estudos de fototoxicidade

corresponderam a concentracdes sem toxicidade significativa na auséncia de luz.

3.6.3 Avaliacdo da Viabilidade Celular pelo Ensaio de Reducio

da Resazurina

Existem vdrios testes que permitem avaliar a viabilidade celular apés um estudo
de toxicidade em células em cultura. Nestes estudos, o método utilizado para avaliar a
viabilidade celular foi o Ensaio da Reducdo da Resazurina, que € dos testes mais
frequentemente utilizados para este tipo de avaliacdo. Este € um ensaio fotométrico que
avalia a actividade metabdlica celular. A resazurina (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one
10-oxide) € um reagente azul nio fluorescente que por accao da enzima desidrogenase,
encontrada em células metabolicamente activas, € reduzida a resorufina que € altamente
fluorescente e apresenta uma coloragdo rosa. Esta conversdo ocorre apenas em células
vidveis e como tal, a quantidade de resorufina produzida € proporcional ao nimero de
células vidveis na amostra. A resorufina assim formada pode ser quantificada por
fluorimetria (4 de excitacdo entre 530-570 nm e um 4 de emissdo entre 590-620 nm) ou
por colorimetria (absorvincia a 540 nm e 630 nm). Neste ensaio € muito importante
garantir a ausé€ncia de qualquer tipo de contaminagdo, uma vez que contaminacoes
microbianas também reduzem a resazurina a resorufina, originando falsos positivos .
Este ensaio foi realizado 24 horas apds o fim do protocolo de toxicidade na

auséncia de luz e do protocolo de fototoxicidade apés PDT. Para isso, em cada poco
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aspirou-se o meio de cultura existente e adicionaram-se 200 L de solu¢do de resazurina
(10% em meio de cultura RPMI), incubando-se durante 2 a 4 horas a 37°C.

A solugdo de resazurina a adicionar a cada poco foi preparada a partir de uma
solugdo sfock de resazurina em PBS (0,1mg/mL) por diluicdo em meio de cultura RPMI
sem soro e sem antibidtico. O meio de cultura RPMI € constituido por RPMI-1640 e
NaHCOs; (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A solucdo stock de resazurina é
constituida por resazurina sal de Sédio (Sigma-Aldrich, Louis, MO, EUA) e PBS.

Apés o tempo de incubagdo mediu-se a absorvancia de cada poco a 540 e 630 nm
num fotémetro U.V./Vis. para microplacas Multiskan EX (Thermo Electron
Corporation, Vantaa, Finlandia). Para cada condicdo, a percentagem de viabilidade das
células tratadas relativamente ao controlo negativo (100% de viabilidade celular) foi

calculada com base na equacao 3.

_ (£0X)A2 x AA1-(£0X)A1 X AA2

Viabilidade celular (%) = (0X01Z X AA1—(c0X) 1 X A°22

(equacio 3)
Onde,

(€0X) — Coeficiente de extingdo molar da resazurina
A1 - 540 nm

A2 — 630 nm

(€0X)A1 - 47,619 M 'em™

(€0X)A2 - 34,798 M 'em™

A — Absorvancia dos pogos tratados

A’ - Absorvancia dos pogos controlo (ndo tratados)

Os valores da percentagem de viabilidade celular irdo ser utilizados para construir
curvas de dose-resposta para cada PS em estudo e determinar o valor da concentragao
que, nas condicoes seleccionadas, causa uma inibicdo de 50% na viabilidade celular
(IC50). Consequentemente serd possivel calcular a eficiéncia fotossensibilizadora (EF)

de cada PS nas duas linhas celulares através da seguinte equacao:

ICSOGSL‘HTO

Eficiéncia Fotossensibilizadora =
IC50ppT

(equacio 4)
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onde IC50cscuro € IC50ppr correspondem as concentracdoes de PS que causam uma
diminui¢do da viabilidade celular em 50%, na auséncia de luz e apds irradiagdo,

respectivamente.

3.7 Mecanismos de Morte Celular Induzidos pela PDT

Sabe-se que os mecanismos de morte celular induzidos pela PDT sdo
principalmente a apoptose e necrose '. A extensdo em cada uma destas vias que ocorre
ap6s a PDT depende normalmente do sensibilizador, da intensidade do protocolo de
PDT e das caracteristicas da célula alvo ****. Deste modo, pretendeu-se avaliar, em
células CT26 e HT-29, o tipo de mecanismos de morte celular induzidos por protocolos
de PDT in vitro com os PS que ao longo deste trabalho demonstraram ter uma maior
EF.

As células foram distribuidas em microplacas de 24 pocos (Orange Scientific,
Braine-I'Alleud, Bélgica) com uma densidade celular de 80000 células por pogo para as
células CT26 e 100000 células por pogo para as células HT-29, em 500 pL. de meio.
Seguidamente as placas foram incubadas durante a noite a 37°C para as c€lulas poderem
aderir. Posteriormente adicionaram-se diferentes volumes das solugdes dos dois PS
seleccionados, e também da LUZI1, de modo a obter trés concentracdes finais
pretendidas. As trés concentracoes escolhidas causam uma diminui¢do da viabilidade
celular maior ou igual a 50% apés a aplicagdo do protocolo PDT.

Ap6s o periodo de incubacgdo, definido para cada PS no estudo de acumulacdo
celular, as células CT26 foram lavadas com 500 uL. de meio DMEM e as HT-29 com
500 pL de PBS. Seguidamente adicionaram-se 500 uL. de meio novo DMEM em cada
poco e as células foram irradiadas. A irradiacdo foi efectuada recorrendo a dois LEDs,
um para LUZ11 com um A de 748 nm, e outro para as duas porfirinas seleccionadas
com um A de 412 nm. A dose de luz utilizada em todas as irradiacdes foi de 1J/cm?, com
uma intensidade de aproximadamente 1 mW/cm®. Apo6s a irradiacdo as microplacas
foram incubadas a 37°C durante 3 horas.

Findo o periodo de incubagdo as células foram observadas ao microscépio dptico

CKX41 (Olympus, Téquio, Japao) para avaliagdo morfolégica com o objectivo de
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verificar qual o mecanismo de morte celular preferencial ocorrido apds a aplicagdo do
protocolo PDT.

Para complementar a avaliacdo morfoldgicas das culturas celulares foram também
utilizados dois marcadores fluorescentes de ADN, o Hoechst e o Iodeto de Propidio
(PI). A marcacdo das células foi realizada com a adicao de SuLL do marcador Hoechst
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Apds 15 a 20 minutos as células foram observadas ao
microscopio com um sistema de fluorescéncia U-RFLT50 incorporado no microscopio
(Olympus, Téquio, Japdo). Este marcador de cor azul marca os nicleos, tanto de células
mortas como de células vidveis. Ao marcar de forma mais intensa a cromatina
condensada em células apoptdticas, permite distingui-las das células nao apoptdticas 40,

Seguidamente adicionaram-se, as células j4 marcadas com Hoechst, 10 uL de
iodeto de propidio (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e observou-se novamente ao
microscopio com o sistema de fluorescéncia incorporado. O PI € um marcador vermelho
que apenas penetra em células cuja membrana jd ndo se encontre integra, sendo possivel

assim, distinguir entre células vidveis e células mortas. Este marcador apenas permite a

e , . ~ .. . 46
distingdo entre células vidveis e ndo vidveis .
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2% . Resultadosd e
Didcussao

4.1 Descri¢cao dos Fotossensibilizadores em Estudo

Este trabalho consistiu no estudo da actividade bioldgica in vitro de novas
moléculas candidatas a PS para aplicacdo em PDT. Os trés novos compostos em
avaliacdo, propriedade da empresa Luzitin, SA, foram estudados em conjunto com um
outro PS, a LUZI11, que ja se encontra numa fase mais avangada de desenvolvimento,
tendo recentemente iniciado a primeira fase de ensaios clinico em doentes com cancro
avancado da cabeca e pescoco . A inclusdo da LUZI1 neste estudo, um PS bem
caracterizado e com actividade bioldgica conhecida, teve como objectivo, numa
primeira fase, validar a aprendizagem e correcta aplicacdo da metodologia experimental,
e depois, servir de comparador para 0s novos compostos.

Por razdes de confidencialidade a informagdo sobre as novas moléculas que pode
ser apresentada nesta fase ainda € limitada. Na Tabela seguinte (Tabela 3) encontram-se
indicados os cddigos internos dos compostos € as suas caracteristicas fisico-quimicas

mais relevantes para o presente trabalho facultadas por Luzitin, SA.

Tabela 3 — Principais caracteristicas dos compostos em estudo.

PS Familia Peso log Pow” geM'em™)* | @,°
Molecular
(g/mol)
LUZ11 bacterioclorina 1134,15 1,90 140000 0,43
(745nm)
LUZ41P 720,72 2,19 0,76
LUZ37 porfirina 784,08 3,05 ~ 310000 ND
(412nm)
LUZ62P 828,66 2,51 0,64

# Logaritmo do coeficiente de particdo n-octanol/dgua.

* Coeficiente de absortividade molar em etanol.

$ Rendimento quéntico de formacdo de oxigénio singleto.
ND Nao determinado.
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4.2 Cinética de Acumulac¢ao Celular dos Fotossensibilizadores

Devido ao reduzido tempo de meia-vida das ROS, produzidas pela reac¢do
fotodindmica durante a PDT, os danos oxidativos que podem provocar encontram-se
muito limitados no espaco. Assim, para que as células alvo sejam destruidas pela PDT &
necessdrio que os PS tenham capacidade para se ligar e/ou entrar nas células. Antes de
iniciar os estudos de toxicidade e fototoxicidade dos compostos nas linhas celulares em
cultura € necessdrio avaliar a sua capacidade de interaccdo com as células. Para isso,
procedeu-se a avaliacdo da cinética de acumulacdo celular dos PS ao longo de 24h de
incubacdo com células CT26 e HT-29. Este estudo permitiu determinar o tempo de
incubacdo, de cada PS com ambas as linhas celulares, de modo a maximizar a sua
acumulacdo nas células. Estes tempos de incubacdo foram depois os aplicados nos
protocolos de toxicidade e fototoxicidade dos PS in vitro.

Os gréficos representados nas Figura 14 e Figura 15apresentam os resultados

relativos a cinética de acumulacdo dos PS em células HT-29 e CT26, respectivamente.
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Figura 14 — Acumulac¢io de LUZ11, LUZ37, LUZ41P e LUZ62P em células HT-29 ao longo de 24

horas. Os resultados encontram-se expressos como média = desvio padrdo, com n>2. Os tempos de

incubacgdo analisados foram de 2, 4, 6, 14, 17, 20 e 24 horas.
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Figura 15 - Acumulacio de LUZ11, LUZ37, LUZ41P e LUZ62P em células CT26 ao longo de 24
horas. Os resultados encontram-se expressos como média = desvio padrdo, com n>2. Os tempos de

incubagdo analisados foram de 2, 4, 6, 14, 17, 20 e 24 horas.

Os resultados encontram-se expressos em unidades de absorvancia, proporcional a
concentracdo de PS presente na amostra, normalizada pela quantidade de proteina em

ug. Desta forma temos apenas a informagdo da cinética de acumulacao celular de cada
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PS ao longo do tempo, ndo sendo possivel desta forma concluir qual o PS que mais se
acumula nas células, em termos da concentracdo. Para que isso fosse possivel seria
necessdrio determinar curvas de calibracio, com a absorvancia de cada PS em funcdo da
sua concentracdo, mas tal ndo se considerou necessdrio, uma vez que a performance de
cada composto serd directamente avaliada nos estudos de toxicidade (sec¢do 4.3).

Através da andlise da Figura 14 observa-se que a LUZI1 apresenta uma maior
acumulacdo em células HT-29 ao fim das 24 horas de incubacgdo. Este resultado €
concordante com resultados obtidos anteriormente para este PS. Nesta linha celular
verifica-se ainda que para as LUZ37 e LUZ62P hd uma maior acumulacdo intracelular
as 20h, apesar de existir um pico ao fim de 4 horas de incubagdo para LUZ37 e um pico
ao fim de 6 horas de incubacdo para LUZ62P. De todos, a LUZ41P € o que apresenta
um tempo de incubag¢do mais curto, atingindo o maximo as 17 horas.

Relativamente as células CT26 observa-se através da Figura 15 que, com
excepc¢do da LUZ41P, a acumulacdo dos restantes PS ndo segue uma tendéncia muito
clara, verificando-se flutuacdes acentuadas ao longo do tempo. Tais flutuacdes poderao
ser justificadas pela variabilidade experimental provocada pelo frequente destacamento,
durante as lavagens com PBS, de células CT26 que depois se perderam. Ainda assim, €
possivel que a LUZI11 atinja o mdximo de acumulacdo apds 6h de incubacdo, mantendo-
se depois relativamente constante até as 17h, apds as quais mostra alguma diminuig¢ao,
voltando a aumentar ligeiramente até ao final do ensaio. Apesar deste comportamento e
tendo em conta os resultados obtidos nas células HT-29 e outros resultados
anteriormente obtidos definiu-se o tempo de incubagdo de 24h para a LUZ11 nas células
CT26, ja que ao fim desse tempo o valor de absorvincia/ug proteina ndo € muito
inferior ao verificado as 6h. Na acumulagao de LUZ37 e de LUZ62P observam-se 3
picos para diferentes tempos de incubagdo: 2, 6 e 24h para o primeiro e 4, 14 e 20h para
o segundo. Nao sendo possivel mais uma vez justificar com certeza estas flutuacoes na
acumulacdo destes PS em células CT26, estas poderdo estar relacionadas com uma
excessiva variabilidade experimental associada ao problema do destacamento destas
c€lulas durante as lavagens, jd referido anteriormente, € que a normalizagao dos
resultados pela quantidade de proteina ndo foi capaz de atenuar. Esta variabilidade nos
ensaios com esta linha celular traduziu-se num desvio padrdo, calculado para os
diferentes tempos de incubacgdo, que € notoriamente maior do que nos ensaios com
células HT-29. Para estes PS, e tendo em conta os restantes dados, foram seleccionados

os tempos mais longos como os Optimos para os ensaios de toxicidade das células (24h
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para a LUZ37 e 20h para a LUZ62P). Por fim, para a LUZ41P verifica-se claramente,
apesar dos elevados valores de desvio padrdo, que o tempo de incubagao necessdrio para
atingir o maximo de acumulagao nesta linha celular também € de 17 horas.

Resumindo, para os PS LUZ41P, LUZ62P e LUZ11, foram definidos os mesmos
tempos de incubagdo para as duas linhas celulares, 17, 20 e 24 horas, respectivamente.
Apenas para o PS LUZ37 se definiu um tempo de incubagdo diferente para cada linha
celular, ou seja, 20 horas para as células HT-29 e 24 horas para as CT26.

A cinética e extensido da acumulacio celular de compostos em solucdo dependem
de vdrios factores, muitos deles relacionados com as propriedades fisico-quimicas das
moléculas, como o peso molecular, a polaridade, ou a tendéncia para a auto-agregacao
em solugdo. A polaridade dos compostos foi anteriormente caracterizada através da
determinagdo dos respectivos logaritmos do coeficiente de particdo octanol-dgua (log
Pow). Este define-se pela razdo da concentracdo de um composto dissolvido e, em
equilibrio, num sistema de duas fases, formadas por dois solventes imisciveis, neste
caso, octanol e dgua. Desta forma, compostos mais polares, que se dissolvem mais na
fase aquosa, apresentam valores de log P,y < 0, enquanto compostos mais apolares, que
se dissolvem mais na fase organica, apresentam valores de log Poy > 0 748 Neste
estudo de acumulagdo de PS em células comparando os valores de log P, determinados
para LUZ11, LUZA1P, LUZ62P e LUZ37 (1,90, 2,19, 2,51 e 3,05 respectivamente) e
considerando os tempos de acumulacdo definidos para cada PS, verifica-se que os
resultados sdo pouco coerentes com a ordem de polaridade dos compostos.
Previsivelmente, um composto de menor peso molecular e com caracteristicas apolares
terd maior facilidade em interagir e difundir-se através da membrana celular do que um
composto maior e/ou mais polar > Dos compostos testados a LUZ11 € o que mais se
aproxima desta previsdo, pois apresenta maior peso molecular e maior polaridade, como
tal € o que necessita de mais tempo para se acumular nas células em cultura.
Relativamente as porfirinas testadas, o seu comportamento € mais dificil de justificar,
pois apresentam pesos moleculares relativamente proximos € os tempos de acumulagdo
definidos ndo seguem a ordem de polaridade. Das trés porfirinas, a LUZ37 € a menos
polar e a LUZ41P a mais polar. No entanto, a LUZ41P apresenta um tempo de
acumulagdo mais curto, e a LUZ37 apresenta tempos de incubagdo mais longos (20 e 24
horas).

A agregacdo dos compostos em meio aquoso € outro factor que também podera

estar a afectar a cinética de acumulacdo celular das porfirinas em estudo. As moléculas
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de porfirina (e seus derivados) com cardcter mais apolar (maiores valores log P,y), para
além da sua reduzida solubilidade, sdo também conhecidos pela sua tendéncia para
agregacdo em meio aquoso °'. O fenémeno de agregacdo ocorre quando vdrias
moléculas dissolvidas se associam por intermédio de interacgdes electrostdticas. As
moléculas agregadas continuam a estar dissolvidas, mas as suas propriedades fisico-
quimicas podem ser alteradas em funcdo do grau de agregacdo. O fendmeno de
agregacdo ja foi anteriormente verificado pela ocorréncia de alteragbes espectrais de
outros PS apolares apds diluicdo em PBS. A extensdo de agregacdo verificada para cada
composto deverd influenciar negativamente a sua capacidade de acumulagdo celular,
devido ao aumento do tamanho com a formacdo de agregados, o que pode explicar o
maior tempo de acumulacdo necessdrio para a LUZ37, que com log P,, maior poderd

sofrer mais agregacdo, relativamente a LUZ41P.

4.3 Actividade Bioldgica in vitro

Os estudos de citotoxicidade de PS em linhas celulares em cultura constituem uma
ferramenta importante para a avaliacdo preliminar do potencial de novas moléculas para
aplicacdo em PDT. Estes estudos representam um primeiro “filtro” que permite
seleccionar os candidatos, com base na sua actividade bioldgica in vitro, para as fases
seguintes de desenvolvimento. Nesta fase o enfoque encontra-se na avaliacdo da
toxicidade intrinseca, ou seja, na auséncia de luz, e da fototoxicidade apds irradiacao.
Estes dois pardmetros podem ser combinados para se obter a EF, que corresponde a
relacdo entre a toxicidade e a fototoxicidade (definidas pelos respectivos IC50) nas
condi¢cdes experimentais definidas *. Nesta perspectiva um PS & tanto melhor quanto
menor for a sua toxicidade no escuro e quanto maior for a toxicidade apds irradiacao. O
valor de IC50 corresponde a concentracdo do composto de teste que provoca uma
diminui¢do da viabilidade celular de 50%.

A avaliacdo da actividade bioldgica in vitro das trés porfirinas candidatas a PS e
da LUZI11 em células CT26 e HT-29 teve por base os resultados dos ensaios de
toxicidade na auséncia de luz e de fototoxicidade apés PDT.

Na Figura 16 encontram-se representadas curvas de dose-resposta ilustrativas das
experiéncias de toxicidade no escuro, realizadas em células CT26 (Figura 16A) e HT-29

(Figura 16B), para os quatro PS em estudo.
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Figura 16 - Toxicidade dos PS no escuro. Curvas de dose-resposta em células CT26 (A) e HT-29 (B)
obtidas apds a incubag¢do dos compostos em teste na auséncia de luz. Os periodos de incubacdo foram:
LUZI11 —24h, LUZ37 — 20h, LUZ41P — 17h, LUZ62P — 20h, para CT26 e 24h para HT-29. Os resultados
de viabilidade celular foram determinados pelo método de reducdo da resazurina, e calculados
relativamente ao controlo negativo. Os resultados encontram-se expressos em média + desvio padrio,

com n>3.

A andlise dos resultados de toxicidade na auséncia de luz em células CT26 mostra
que, na gama de concentragdes testada, apenas a LUZ41P origina uma diminui¢do
significativa da viabilidade celular apds 24h de incubagdo, apresentando um IC50 de
23,6 £ 7,9 uM. Para os outros PS nao foi possivel testar concentragdes mais elevadas
devido a limita¢des de solubilidade em meio aquoso. Por esse motivo, apenas foi
possivel estimar o valor de IC50 a partir da extrapolacdo da curva de regressao nao-

linear, para a LUZ37 e para a LUZ62P (Tabela 4). Para a LUZ11 apenas se pode dizer
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que o seu IC50 € superior a 150 xM, uma vez que esta foi a concentracdo mais alta
testada.

Relativamente a toxicidade no escuro em células HT-29, a LUZ37 foi o PS que
revelou maior toxicidade, apresentando um IC50 de 31,8 + 3,6 uM. A LUZAIP nas
concentragcdes mais elevadas jd apresenta alguma toxicidade, mas ndo o suficiente para
reduzir a viabilidade em 50%. Ainda assim, foi possivel estimar um IC50 de 50,4 + 8,4
UM, por extrapolacdo da curva de regressao nao-linear. Relativamente a LUZ62P e
LUZ11, ambas as moléculas ndo revelaram toxicidade significativa na gama de
concentracdes testada. De referir que os resultados obtidos para a LUZI1 sdo
concordantes com os estudos anteriormente realizados.

Tendo em conta as caracteristicas do PS ideal, este ndo deve apresentar toxicidade
significativa na auséncia luz 1671524 “Sendo assim, hd que ter atencdo aos resultados de
toxicidade da LUZ37 em células HT-29 e da LUZ41P em células CT26, que podem
condicionar a sua aplicacdo em PDT, uma vez que nestas condi¢des apresentam alguma
toxicidade no escuro.

ApOs a avaliacdo da toxicidade de cada PS na auséncia de luz foram definidas as
gamas de concentracOes para os estudos de fototoxicidade apos irradiagdo. O critério foi
identificar intervalos de concentragdes que nos ensaios no escuro ndo apresentaram
toxicidade significativa. A Figura 17 apresenta as curvas de dose-resposta ilustrativas das
experiéncias de fototoxicidade realizadas em células CT26 (Figura 17A) e HT-29 (Figura

17B) com os quatro PS em estudo.
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Figura 17 - Fototoxicidade apos irradiacdo. Curvas de dose-resposta em células CT26 (A) e HT-29
(B).Os periodos de incubac¢do dos compostos em teste na auséncia de luz foram: LUZ11 — 24h, LUZ37 —
20h, LUZ41P — 17h, LUZ62P — 20h, para CT26 e para HT-29. Apds a incubagdo as células foram
irradiadas com luz de A especifico (dose de luz 1 J/em?). Os resultados de viabilidade celular foram
determinados 24h apds a irradiacdo pelo método de reducdo da resazurina, e calculados relativamente ao

controlo negativo. Os resultados encontram-se expressos em média + desvio padrdo, com n=3.

Através da andlise dos resultados apresentados na Figura 17 verifica-se que para
os quatro PS, o efeito fotodindmico, traduzido pela diminui¢do da viabilidade celular,
para uma dose de luz constante, é¢ dependente da concentracdo de PS. Estes resultados
sdo concordantes com resultados obtidos por vdrios autores, mostrando efectivamente
um efeito de dose-resposta no efeito fotodindmico in vitro de vérios PS >*.

Nas Tabela 4Tabela 5 encontram-se sistematizados os valores de IC50,

determinados a partir dos resultados de viabilidade celular obtidos na auséncia de luz e
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apos irradiacdo, para cada um dos PS, em cada linha celular. A partir destes valores foi

calculada a EF, dada pelo quociente entre 0 IC50¢scuro € 0 ICS50ppr.

Tabela 4 - Resultados de toxicidade no escuro e fototoxicidade apés irradiacdo para os PS em
estudo na linha celular CT26 e respectivos valores de EF. Os valores de IC50 foram calculados por
regressdo ndo-linear utilizando o software GraphPad Prism e encontram-se expressos como média +

desvio padrio. A EF foi calculada pelo quociente entre 0 IC50¢ur0 € 0 IC50ppr.

CT26 LUZ11 LUZ37 LUZA41P LUZ62P
IC50escuro (WM) > 150 98,5* 23,6+79 146,7* +£ 32,0
IC50ppt (MM) 1,7£0,8 6,8 2,1+£1,5 6,6 £0,1
EF >89 15 11 22

* valores calculados por extrapolagdo da curva de regressdo nao-linear.

Tabela 5 - Resultados de toxicidade no escuro e fototoxicidade apés irradiacdo para os PS em
estudo na linha celular HT-29 e respectivos valores de EF. Os valores de IC50 foram calculados por
regressdo ndo-linear utilizando o software GraphPad Prism e encontram-se expressos como média+desvio

padrdo. A EF foi calculada pelo quociente entre o IC50 escuro e o IC50ppr.

HT-29 LUZ11 LUZ37 LUZ41P LUZ62P
IC50
> 150 318436  504%+84 > 40
(uM)
1CS0ppy 03+03 3.1+009 0.8+0.5 103405
(uM)
EF > 562 10 63 ~39

* valores calculados por extrapolagdo da curva de regressao ndo-linear.

Os resultados mostram que, nas condicdes testadas a LUZI11 e a LUZ41P sao os
compostos com maior fototoxicidade em ambas as linhas celulares, sendo que o efeito é
superior nas HT-29 para os dois compostos. Em termos de EF observa-se que a LUZ11
€ claramente o PS com melhor perfil para PDT, pois apresenta uma baixa toxicidade no
escuro, associada a uma alta fototoxicidade. Os resultados obtidos para a LUZI1 sao

muito concordantes com os estudos anteriormente realizados.
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Comparando os resultados obtidos para as trés porfirinas candidatas a PS,
verifica-se que a LUZ62P € o que apresenta a maior EF em células CT26, beneficiando
de uma menor toxicidade no escuro. Segue-se a LUZ37 e depois a LUZ41P, que apesar
de apresentar maior toxicidade no escuro, também € a que origina um efeito
fotodindmico maior apds irradiaco.

Nas células HT-29 observa-se que, das trés porfirinas, a LUZ41P € a que
apresenta uma maior EF. Segue-se a LUZ37 com uma EF de 10,36. Nesta linha celular
ndo foi possivel determinar o valor de IC50¢curo para a LUZ62P. No entanto, tendo em
conta o seu elevado valor de IC50ppr (10,25 M) dificilmente se aproximard da

LUZA41P em termos EF.

4.4 Mecanismos de Morte Celular Induzidos pela PDT

A avaliacdo da fototoxicidade dos compostos, apds aplicacdo do protocolo de
PDT, demonstrou que todos eles possuem actividade fotodindmica, ou fototoxicidade,
em concentracdes que, na auséncia de luz, ndo t€m efeito na viabilidade celular. A
morte celular por accdo da PDT pode ocorrer principalmente através apoptose e/ou
necrose. O contributo de cada um destes mecanismos de morte celular para o efeito final
da PDT depende do tipo de tumor, das caracteristicas do PS e dos multiplos factores que
definem o protocolo de tratamento °.

Este estudo teve como objectivo avaliar quais os mecanismos de morte celular
induzidos pelos PS em estudo apds PDT, nas linhas celulares CT26 e HT-29. A
avaliacao dos mecanismos de morte celular teve por base a andlise morfolégica das
células ao microscépio, conjuntamente com a utilizacdio de marcadores de ADN,
Hoechst e PI. O marcador Hoechst apresenta cor azul e marca os nucleos de todas as
células, vidveis e mortas. E utilizado na deteccdo de células apoptdticas, ji que este
corante marca a cromatina condensada de forma mais brilhante, permitindo distinguir
células apoptdticas das restantes. O PI ¢ um marcador vermelho que apenas marca
células que perderam a sua integridade membranar, permitindo assim a distin¢do entre
células vidveis e ndo vidveis *°.

Para este estudo foram seleccionados os PS que apresentaram maior eficiéncia

fotossensibilizadora: LUZ41P, LUZ62P e LUZI11. Os resultados encontram-se

apresentados nas Figura 18 a Figura 23.
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Controlo

Figura 18 — Avaliaciio do tipo de morte celular 3 horas apés PDT com LUZI11 em células CT26.
Imagens da morfologia de células ndo tratadas — Controlo — (A) e apds tratamento com 10 yuM (B) e 3 uM
(C) de LUZI11. Nas mesmas condi¢oes, células marcadas com Hoechst (D, E, F) e PI (G, H, I). Nas
imagens B, D e F a ampliacdo € de 40x e nas restantes 20x. Seta verde - corpos apoptdticos; seta

vermelha - citoplasma translicido (indicador de necrose); seta laranja - condensacdo de cromatina.

51



Controlo

Figura 19 - Avaliacdo do tipo de morte celular 3 horas apés PDT com LUZ41P em células CT26.
Imagens da morfologia de células ndo tratadas — Controlo — (A) e apds tratamento com 6 yuM (B) e 1,5
uM (C) de LUZ41P. Nas mesmas condi¢des, células marcadas com Hoechst (D, E, F) e PI (G, H, I). Na
imagem C a ampliacdo é de 40x e nas restantes 20x. Seta verde - corpos apoptéticos; seta vermelha -

citoplasma translicido (indicador de necrose); seta laranja - condensa¢do de cromatina.



Controlo

Figura 20 - Avaliacdo do tipo de morte celular 3 horas apés PDT com LUZ62P em células CT26.
Imagens da morfologia de células ndo tratadas — Controlo — (A) e apds tratamento com 20 yM (B) e 5 yuM
(C) de LUZ62P. Nas mesmas condic¢des, células marcadas com Hoechst (D, E, F) e PI (G, H, I). Na
imagem C a ampliacdo € de 40x e nas restantes 20x. Seta verde - corpos apoptdticos; seta laranja -

condensa¢do de cromatina.

Através da andlise das Figura 18 e Figura 19 observa-se que as células CT26 3
horas apds a irradiacdo na presenca das concentracoes mais elevadas de LUZ41P (6
uM) e LUZ11 (10 uM) apresentam em simultineo os dois tipos de mecanismo de morte
celular, apoptose e necrose. No entanto, quando se utilizam as concentragdes mais
baixas destes PS, 1,5 e 3 uM respectivamente, a morte celular ocorre apenas por

apoptose. Na imagem B das Figura 18 e Figura 19 € possivel verificar que as células

53



diminuem de tamanho, apresentando-se numa forma redonda, sendo facilmente
observdvel a existéncia de cromatina condensada e ADN fragmentado, assim como a
formacgdo de corpos apoptdticos. Quando se utiliza uma maior concentracdo destes PS,
para além das caracteristicas das células apoptdticas, observa-se ainda a existéncia de
caracteristicas de células em necrose como o inchago da célula e o citoplasma mais
translicido. Relativamente a irradiacdo das células CT26 na presenca de LUZ62P,
verifica-se que a morte celular se dd exclusivamente por apoptose em ambas as
concentragdes testadas, sendo possivel observar a existéncia de corpos apoptdticos e
alteracdes na morfologia das células, que encolhem e ficam mais arredondadas. A

coloracdo com PI revela a ocorréncia de morte celular sendo perceptivel pelas imagens

que esta € mais extensa quando se utiliza a concentracdo mais elevada de cada PS.
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Controlo

Figura 21 - Avaliacio do tipo de morte celular 3 horas apés PDT com LUZI11 em células HT-29.
Imagens da morfologia de células ndo tratadas — Controlo — (A) e apds tratamento com 10 yM (B) e 1 uM
(C) de LUZI1. Nas mesmas condicdes, células marcadas com Hoechst (D, E, F) e PI (G, H, I). Nas
imagens B e C a ampliacdo € de 40x e nas restantes 20x. Seta verde - corpos apoptdticos; seta vermelha -
citoplasma translucido (indicador de necrose); seta laranja - condensacao de cromatina; seta azul — células

arredondadas e encolhidas (indicador de apoptose).



Controlo

Figura 22 - Avaliacio do tipo de morte celular 3 horas apés PDT com LUZ41P em células HT-29.
Imagens da morfologia de células ndo tratadas — Controlo — (A) e apds tratamento com 6 uM (B) e 1,5
uM (C) de LUZA1P. Nas mesmas condicoes, células marcadas com Hoechst (D, E, F) e PI (G, H, I). Na
imagem B a ampliacfo € de 40x e nas restantes 20x. Seta verde - corpos apoptéticos; seta vermelha -

citoplasma translucido (indicador de necrose); seta laranja - condensacao de cromatina; seta azul — células

arredondadas e encolhidas (indicador de apoptose).
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Controlo

Figura 23 - Avaliacio do tipo de morte celular 3 horas apés PDT com LUZ62P em células HT-29.
Imagens da morfologia de células ndo tratadas — Controlo — (A) e apds tratamento com 20 uM (B) e 5 uM
(C) de LUZ62P. Nas mesmas condicoes, células marcadas com Hoechst (D, E, F) e PI (G, H, I). As
imagens foram obtidas com uma ampliacdo de 20x. Seta verde - corpos apoptéticos; seta vermelha -
citoplasma translucido (indicador de necrose); seta laranja - condensacao de cromatina; seta azul — células

arredondadas e encolhidas (indicador de apoptose).

Ao analisar os resultados obtidos apds a aplicagdo do protocolo PDT para as

células HT-29 verifica-se que, nas células tratadas com a concentracdo mais alta de
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LUZAIP (6 uM) e LUZ62P (20uM) a morte celular por necrose € o mecanismo
predominante. Quando se utilizam as menores concentragdes destes dois PS a morte
celular ocorre predominantemente por apoptose, verificando-se a formacdo de corpos
apoptdticos e condensagdo da cromatina. Constata-se ainda que com a concentragdo de
20uM de LUZ62P também se verificam processos apoptdticos. Utilizando a
concentracdo mais baixa de LUZ62P, 5uM, observa-se a possivel morte celular por
apoptose, caracterizada pela forma mais arredondada das cé€lulas, no entanto, na imagem
da marcacdo com PI observa-se uma baixa morte celular. Isto poderd indiciar algum
problema experimental durante a irradiagdo das células que tenha resultado numa
diminuicdo da morte celular. Ao utilizar o PS LUZI11 nesta linha celular, observa-se
uma mistura de células apoptdticas e necrdticas quando se utilizam as duas
concentracoes de LUZ11, 10uM e 1uM. No entanto, quando as células sdo tratadas com
a concentracdo de 1M € encontrado um maior nimero de células em necrose, o que € o
oposto ao que acontece nas células CT26, onde se observa mais morte celular por
apoptose na concentracdo de 1 uM. Este resultado de LUZ11 em células HT-29, vem na
direccdo contrdria a alguns estudos que mostraram que quanto mais intenso for o
protocolo de PDT aplicado (doses de PS e/ou de luz mais elevadas) maior a extensao de
morte celular por necrose, enquanto para protocolos de menor intensidade as células
tendem a morrer por apoptose °. Esta aparente discrepancia poderd ser justificada pela
multiplicidade de factores que se conjugam para conduzir ao resultado final da PDT e
que ja foram referidos. Para ter uma visdo mais rigorosa do tipo de protocolo de PDT
que favoreceria mais um mecanismo de morte celular do que o outro seria necessdrio
um estudo mais aprofundado, que para além de diferentes doses de PS avaliasse o efeito
de diferentes doses de luz.

Este estudo permitiu avaliar quais os efeitos da aplicacdo da PDT ao nivel celular.
Verificou-se uma boa correlacdo destes resultados e dos resultados dos ensaios de
fototoxicidade, em termos da ocorréncia de morte celular e do efeito dose-resposta.
Relativamente aos mecanismos de morte celular observou-se que, com excepcdo da
LUZ62P em células CT26, os PS testados sdo capazes de induzir os dois tipos de morte
celular. A tendéncia global € que nas concentragbes mais baixas ocorre
maioritariamente morte celular por apoptose, enquanto para as concentragées mais altas
se observam os dois mecanismos em simultaneo. Esta observagdo vai assim de encontro
ao que se defende relativamente a intensidade dos protocolos de PDT e a sua relacdo

com 0 mecanismo de morte celular predominante, ou seja, protocolos menos agressivos
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tendem a favorecer a morte celular por apoptose, enquanto 0s mais agressivos tendem a

favorecer a morte celular por necrose.
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S.Concluices

Este projecto teve como principal objectivo avaliar a actividade bioldégica in vitro
de trés novas moléculas candidatas a PS, da familia das porfirinas, de modo a identificar
as moléculas com as melhores caracteristicas € com maior potencial terapéutico para
prosseguirem para a fase seguinte de desenvolvimento farmacéutico.

Os resultados dos ensaios para avaliacdo da acumulacdo celular dos compostos
mostraram que todos demonstram capacidade para interagirem com as linhas celulares
em cultura, sendo que a extensdo da acumulacdo celular parecer variar em funcio do
tempo de incubagcdo. Nos ensaios em células CT26, houve maior dificuldade na
identificacdo do tempo de incubagdo Optimo, uma vez que estas sofrem um
destacamento considerdvel durante as lavagens com PBS, o que originou uma
considerdvel variabilidade experimental. Ainda assim, foi possivel definir os tempos de
incubacdo que maximizam a acumulacdo celular para cada PS em cada linha celular,
ndo havendo diferencas no tempo de incubacdo de cada compostos entre as duas linhas
celulares, com excep¢do da LUZ37. Na interpretacdo dos resultados destes ensaios,
verificou-se que a LUZ11 é o que apresenta o comportamento mais préximo com o
teoricamente previsto, tendo em consideracdo o peso molecular e a polaridade. Quanto
as trés porfirinas, a sua cinética de acumulacdo € mais dificil de explicar, mas tal poderd
dever-se ao facto de sofrerem fendmenos de agregacdo em meio aquoso devido ao seu
cardcter mais apolar, o que se sobreporia as restantes propriedades no que diz respeito a
velocidade de acumulagdo celular.

Na etapa seguinte do projecto, foram avaliadas a toxicidade na auséncia de luz e a
fototoxicidade apds a aplicagdo do protocolo PDT para os quatro PS. Os resultados
mostraram que todos demonstraram um efeito fotodindmico dependente da dose, numa
gama de concentracdes que na auséncia de luz ndo apresentam qualquer toxicidade.
Comparando os quatro PS em termos de EF, verifica-se que a bacterioclorina LUZ11
apresenta de longe o melhor resultado. Na comparacdo da actividade fotodindmica das
trés porfirinas em estudo, o composto que globalmente apresenta melhores resultados
nestas condicoes € a LUZA1P. Para esta avaliacdo pesa mais os resultados na linha

celular humana HT-29, uma vez que serd mais representativa da situacdo clinica.
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A diferenca verificada entre as duas familias de moléculas era previsivel, na
medida em que as bacterioclorinas nestas condi¢des tem uma grande vantagem, que
advém da forte absorcao de luz a A mais longos, onde os tecidos bioldgicos, neste caso o
meio de cultura, sdo mais “transparentes”. Esta caracteristica confere-lhes grande
vantagem sobre as porfirinas, no tratamento de lesGes mais profundas °. No entanto,
existem indicagGes terapéuticas nas quais a vantagem estd do lado das porfirinas. Estas
apresentam tendencialmente maior estabilidade quimica e maior fotoestabilidade (mais
resistentes a irradiacdo) do que as bacterioclorinas, o que pode significar melhor
estabilidade em armazenamento e necessidade de menor concentragdo no tecido alvo,
respectivamente. Para além disso, como ilustrado na Tabela 3, as porfirinas apresentam
normalmente maiores rendimentos de formacao de 102. O facto de absorverem luz a A
mais curtos, com pouca capacidade de penetracdo nos tecidos, torna-as melhores
candidatas para aplicacdo em tratamentos de PDT de lesGes superficiais, como por
exemplo em tratamentos dermatoldgicos, reduzindo o risco de destruicdo de tecido
sauddvel em zonas mais profundas.

Em relacdo ao estudo dos mecanismos de morte celular induzidos por estes PS
apos aplicagdo de PDT, foi possivel observar uma boa concordincia com os ensaios de
toxicidade, no que diz respeito ao seu efeito fototéxico dependente da dose. Para além
disso, em termos globais foi possivel confirmar que, tal como descrito na literatura para
outros PS, utilizando os quatro PS em estudo € possivel obter morte celular por necrose
e apoptose, sendo que a utilizagdo de maiores concentragées de PS favorece a morte
celular por necrose.

Em suma, apesar destes serem estudos preliminares com vista a avaliacdo da
actividade bioldgica de PS in vitro, poder-se-a dizer que nesta fase a porfirina LUZ41P
apresenta o melhor perfil para avancar para as fases seguintes do desenvolvimento ndo-
clinico. Nessa longa, dificil e dispendiosa etapa os principais objectivos sdo a
demonstracdo da prova-de-conceito num modelo animal relevante para a indicacdo
terapéutica alvo, e a demonstracdo da seguranca, através de uma extensa bateria de
estudos de farmacologia, metabolismo e toxicologia.

Sabendo que a taxa de sucesso no desenvolvimento de novos medicamentos €
extremamente baixa, fica a esperanca de que este trabalho possa representar uma
pequena contribuicdo para o progresso da PDT e para ajudar na luta das pessoas que

sofrem com cancro.
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