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RESUMO E ABSTRACT






Resumo

Os cancros do trato gastrointestinal encontram-se entre os mais comuns em termos de
incidéncia e de mortalidade a nivel mundial. Sendo acessiveis por técnicas endoscdpicas a
terapia fotodindmica constitui uma possibilidade terapéutica. A terapia fotodinamica é uma
terapéutica com efeitos secundarios limitados, aprovada principalmente como tratamento
neoadjuvante ou adjuvante em vdrias patologias, com especial interesse a nivel do cancro.

O 4cido acetilsalicilico ja demostrou potencial anti-tumoral em diversos tipos de
neoplasias in vitro e in vivo, como o cancro colorretal e esofagico, que frequentemente
possuem uma elevada expressdao de cicloxigenases. Também a terapia fotodinamica estd
muitas vezes associada a uma elevada expressao de cicloxigenases e outros fatores pré-
cancerigenos ap6és o tratamento que podem favorecer as recidivas tumorais.

Posto isto, o objetivo principal deste estudo foi a avaliacdo do efeito terapéutico da
associacdo da terapia fotodinamica com o acido acetilsalicilico em linhas celulares tumorais de
adenocarcinoma colorretal e esofdgico in vitro e in vivo.

Para a realizacdo destes estudos recorreu-se a diversas técnicas como ensaios para a
avaliacdo de citotoxicidade, citometria de fluxo com recurso a sondas especificas, detecdo de
proteinas por western blot, desenvolvimento de xenotransplantes em ratinhos e analise
histopatoldgica.

A combinacdo entre a terapia fotodinamica e o acido acetilsalicilico diminuiu a atividade
metabdlica e a Vviabilidade celular de forma dependente da concentracdo de
fotossensibilizador nas linhas celulares de adenocarcinoma colorretal e esofagico. Quanto a
morte celular provocada por esta combinacdo verificou-se principalmente necrose nas células
de adenocarcinoma colorretal e de apoptose nas células de adenocarcinoma esofagico. O
acido acetilsalicilico parece ter um efeito modulatério a nivel da produgdo intracelular de
espécies reativas de oxigénio.

Em relagdo aos ensaios in vivo, a combinacdo entre a terapia fotodinamica e o acido
acetilsalicilico demonstrou uma tendéncia para a diminui¢do do volume tumoral nos ratinhos
tratados. Na andlise histopatoldgica registou-se morte por necrose do tipo isquémico apds o
tratamento com a combinacgdo entre a terapia fotodindmica e o acido acetilsalicilico.

Concluindo, com este estudo foi possivel realizar uma primeira avaliagdo sobre o modo
de atuacdo da combinacdo da terapia fotodindmica com o acido acetilsalicilico e o seu
potencial terapéutico in vitro e in vivo para os cancros colorretal e esofagico. Serdo necessarios
mais estudos para confirmar se o acido acetilsalicilico pode constituir um adjuvante na terapia
fotodinamica contra o cancro.

Palavras-chave: terapia fotodindmica, dacido acetilsalicilico, adenocarcinoma

colorretal, adenocarcinoma esofagico, cicloxigenases.
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Abstract

Cancers of the gastrointestinal tract are located among the most common in incidence
and mortality worldwide. Being accessible by endoscopic techniques photodynamic therapy is
a therapeutic possibility. Photodynamic therapy is a therapeutic option with limited adverse
effects, mainly used as neoadjuvant or adjuvant treatment of several diseases particularly in
oncology.

Acetylsalicylic acid has already demonstrated antitumor potential in vitro and in vivo
studies in several types of cancers such as colorectal, and esophageal cancer, which often have
a high expression of cyclooxygenase. Also photodynamic therapy is frequently associated with
a high expression of cyclooxygenases and other pro-carcinogenic factors after treatment which
can promote tumor recurrence.

The main purpose of this study was to evaluate the therapeutic effect of photodynamic
therapy combined with acetylsalicylic acid in tumor cell lines of colorectal and esophageal
adenocarcinoma in vitro and in vivo.

For these studies we have used various techniques such as the evaluation of cytotoxicity,
flow cytometry using specific probes, detection of proteins by western blot, development of
xenografts in mice and histopathological analysis.

The combination of photodynamic therapy and acetylsalicylic acid decreased metabolic
activity and cell viability in a manner dependent of photosensitizer concentration in the
colorectal and esophageal adenocarcinoma cell lines of. The type of cell death caused by this
combination was mainly necrosis in colorectal adenocarcinoma cells and apoptosis in
esophageal adenocarcinoma cells. Acetylsalicylic acid seems to have a modulatory effect on
the level of intracellular production of reactive oxygen species.

In in vivo assays, the combination of photodynamic therapy and acetylsalicylic acid
showed a tendency to decrease tumor volume in treated mice. Histological analysis recorded
ischemic necrosis after treatment with the combination of photodynamic therapy and
acetylsalicylic acid.

In conclusion, with this study it was possible to make a first assessment of the outcome of
the association of photodynamic therapy and acetylsalicylic acid in vitro and in vivo for the
treatment of colorectal and esophageal cancers. Further studies are needed to confirm
whether acetylsalicylic acid can be used as adjuvant to photodynamic therapy against cancer.

Keywords: photodynamic therapy, acetylsalicilic acid, colorectal cancer, esophageal

cancer, cyclooxygenases.
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1.Introducdo

1.1 Cancro

O cancro define um conjunto de doencas, que se caracterizam por uma divisdo celular
descontrolada, consequéncia de alteracées nos mecanismos de regulacao e de proliferacao
celulares. O cancro pode ter origem em diversos érgaos e possui a particularidade de ser
independente das restricdbes pré-estabelecidas as células normais, nomeadamente da
estrutura, da fungcdo e da homeostase (Hanahan & Weinberg, 2000; Green et al. 2002;
National Cancer Institute, 2015). Existem varios tipos de cancro, entre os quais os carcinomas,
que se caracterizam por serem o tipo de cancro mais frequente, com origem nas células
epiteliais (National Cancer Institute, 2015).

Os tumores malignos apresentam comportamento invasivo, com capacidade de invadir
vasos linfaticos e sanguineos e de migrar para locais distantes da sua origem, onde a
possibilidade de extravasamento, de aderéncia e de colonizacdo sdo condi¢cdes para a
formacdo de metastases (Sahai, 2005; Laranjo, 2014; National Cancer Institute, 2015).

O cancro constitui j& umas das principais causas de morte em todo o mundo,
particularmente nos paises desenvolvidos, e prevé-se que a mortalidade aumente ainda mais
nas proximas décadas (Bray et al. 2012;Torre et al. 2015). De acordo com os dados de 2012,
estima-se que surgiram cerca de 14,1 milhGes de novos casos de cancro e foram registados
cerca de 8,2 milhdes de ébitos, com a previsdo de o nimero de novos casos aumentar para
20,3 milhGes e o niumero de 6bitos aumentar para 13,2 milhdes no ano de 2030 (Bray et al.
2012; Torre et al. 2015).

1.2 Cancro colorretal

O cancro colorretal é uma das principais causas de morte no mundo, constitui o terceiro
tipo de cancro mais comum no género masculino e o segundo tipo de cancro mais comum no
género feminino (Torre et al. 2015). A maior incidéncia verifica-se em paises desenvolvidos
como a Austrdlia, a Nova Zelandia, os Estados Unidos da América, o Canada e em certas
regides da Europa, em contraste com a China, a india, e certas partes de Africa e da América
do Sul, como é demostrado na Figura 1 (Haggar & Boushey, 2009; Torre et al. 2015).

Entre os diversos fatores de risco associados ao cancro colorretal, inclui-se o
envelhecimento. A probabilidade de aparecimento de cancro colorretal aumenta
progressivamente apds os 40 anos, com 90% dos casos a surgirem apés os 50 anos de idade
(Haggar & Boushey, 2009).

A presenca de podlipos com potencial neoplastico, nomeadamente adenomas tubulares e
das vilosidades, que sao lesdes precursoras do cancro colorretal, representa cerca de 95% dos
casos de cancro colorretal esporddico. Como estas lesdes malignas possuem um longo periodo
de laténcia, compreendido entre 5 a 10 anos, e sdo assintomaticas, a sua detecdo é
frequentemente feita ja num estadio com presenca de malignidade (Haggar & Boushey, 2009;
Triantafillidis et al. 2009). Adicionalmente, existem doencas inflamatdrias, como a colite
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ulcerosa e a doenca de Crohn, que aumentam o risco de desenvolvimento de cancro colorretal
(Haggar & Boushey, 2009;Triantafillidis et al. 2009).
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Figura 1. Taxa de incidéncia do cancro colorretal por regido e por género. Retirado de Torre et al. 2015.

A componente genética serd responsavel por cerca de 5 a 10 % dos cancros colorretais,
tem por base a hereditariedade de condi¢Ges como a polipose adenomatosa familiar (FAP, do
inglés familial adenomatous polyposis) e a sindrome de Lynch. No caso da FAP estdo descritas
mutacdes no gene supressor tumoral APC e no caso da sindrome de Lynch sdo devidas a
mutagdes em genes envolvidos em mecanismos de reparagao de ADN, mais propriamente os
genes hMLH1 (do inglés human MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2) e hMSH2
(do inglés human mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1) (Haggar & Boushey,
2009; Markowitz & Bertagnolli, 2009).

Constituem ainda fatores de risco uma dieta rica em gorduras saturadas, (Haggar &
Boushey, 2009; Huxley et al. 2009), o estilo de vida sedentario, a obesidade e o consumo de
alcool e de tabaco (Haggar & Boushey, 2009; Huxley et al. 2009).

No cancro colorretal o tratamento é influenciado pela localizagdo tumoral, o estadio na
altura do diagndstico e o estado geral do doente (Watanabe et al. 2011; DeSantis et al. 2014,
Van Cutsem et al. 2014). No estadio | e no estadio Il A, a abordagem utilizada é a excisdo
cirdrgica do tumor primario, com a remocdo da massa tumoral juntamente com os ganglios
linfaticos adjacentes (Watanabe et al. 2011; DeSantis et al. 2014; Van Cutsem et al. 2014). A
cirurgia pode incluir a polipectomia, para remog¢ao dos pélipos adenomatosos, a colectomia e a
proctectomia, para remocdo do cdélon e do reto, respetivamente (Watanabe et al. 2011;
DeSantis et al. 2014; Van Cutsem et al. 2014).
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No estadio Il B e no estadios Il A,B,C e IV, se houver possibilidade de recessédo cirurgica,
esta é complementada por quimioterapia neoadjuvante em regime Unico ou combinada com
radioterapia. Na impossibilidade de abordagem cirdrgica o tratamento assenta numa
abordagem com quimioterapia e/ou radioterapia adjuvante ou tratamento paliativo (Wolpin et
al. 2007; Van Cutsem et al. 2014;Fakih, 2015).

A gquimioterapia é a forma de tratamento principal no cancro colorretal irressecavel,
especialmente nos estddios mais avancados onde se verifica a ocorréncia de metastases. Entre
os principais citostaticos que se usam nos doentes portadores deste tipo de cancro encontram-
se o 5-fluororacilo, o irinotecano e a oxaliplatina, que podem ser utilizados em regime isolado
ou combinados, como o regime FOLFIRI (combina¢do do 5-fluororacilo com o irinotecano), o
FOLFOX (combinacdo do 5-fluororacilo com a oxaliplatina), o CAPOX (combinacdo da
capecitabina, que é o pro-farmaco do 5-fluororacilo com a oxaliplatina) ou o CAPIRI
(combinacdo da capecitabina com o irinotecano) (Meyerhardt et al. 2005; DeSantis et al. 2014;
Fakih, 2015; Price et al. 2016). A adigdo de agentes bioldgicos adjuvantes como o bevacizumab,
o panitumumab e o cetuximab é também utilizada conjuntamente com a quimioterapia
sistémica de forma a diminuir a toxicidade e aumentar a eficdcia global do tratamento
(Meyerhardt et al. 2005; Wolpin et al. 2007 Fakih, 2015; Price et al. 2016).

O estadiamento do cancro colorretal influencia a abordagem terapéutica e tem ainda
implicacGes em termos de sobrevivéncia a 5 anos como se pode observar na Tabela 1.

Tabela 1. Sistema de classificagdo com base no tumor, nos ganglios e na presenga ou ndo de metastase
(TNM, do inglés tumour, nodes, metastasis) de acordo com os diferentes estadios do cancro colorretal e
respetiva taxa de sobrevivéncia a 5 anos. T (tumor primario); Tx (tumor primario sem acesso); T1 (tumor
primario com invasdo da submucosa); T2 (tumor primario com invasdo de tecido gastrointestinal); T3
(tumor primario com penetracdo do tecido gastrointestinal e invasdo do tecido conjuntivo) e T4 (tumor
primdrio com invasdo de outros orgdos ou penetracdo do peritoneu; N (estado dos ganglios); Nx
(ganglios linfaticos regionais sem acesso); NO (ganglios linfaticos regionais sem presenca de metastases);
N1 (entre 1 e 3 ganglios linfaticos regionais com presenga de metastases) e N2 (4 ou mais ganglios
linfaticos com presenga de metastases); M (metastases distantes); Mx (a presenca ou auséncia de
metastases distantes ndo pode ser determinada); MO (auséncia de metastases distantes) e M1
(presenca de metdstases distantes). Adaptado de Green et al. 2002.

Classificacdo TNM Sobrevivénciaa 5 anos(%)

I T1-2,NO, MO >90
A T3, NO, MO
B T4, NO, MO 60-85
I A T1-2, N1,M0
I e T3-4,N1, MO 25-65
e T(todos), N2, MO

v T(todos), N(todos), M1 5.7

1.3 Cancro esofagico

Em relacdo ao cancro esofagico, verifica-se que é o oitavo tipo de cancro mais frequente a
nivel mundial, com uma estimativa de 455,000 novos casos e 400,200 6bitos no ano de 2012
em todo o mundo (Eslick, 2009; Arnold et al. 2014; Torre et al. 2015). Este tipo de cancro é trés
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a quatro vezes mais frequente no género masculino do que no feminino (Eslick, 2009; Arnold
et al. 2014; Torre et al. 2015). A sua taxa de incidéncia tem muita variagdo entre as diferentes
regioes do globo, como demonstra a Figura 2.

O cancro esofdgico caracteriza-se por dois subtipos histoldgicos, o carcinoma de células
escamosas e o adenocarcinoma (Eslick, 2009; Arnold et al. 2014; Torre et al. 2015).
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Figura 2. Taxa de incidéncia do cancro esofagico por regido e género. Retirado de Torre et al. 2015.

O envelhecimento também constitui fator de risco no cancro esofagico. Diversos estudos
mostram um aumento progressivo da incidéncia deste tipo de cancro até aos 75-79 anos
(Holmes & Vaughan, 2007; Falk, 2009). Salienta-se ainda a presenca de lesGes pré-
cancerigenas como o esdfago de Barrett e a doenga de refluxo gastroesofagico, ambas com
progressdo entre fase sem displasia, com displasia de baixo grau, com displasia de alto grau e,
finalmente, adenocarcinoma (Falk, 2009; Ling et al. 2011). Na componente genética existem
varios marcadores moleculares que estdo relacionados com o maior risco de incidéncia deste
tipo de cancro, como as alteragdes no gene supressor tumoral da P53 (TP53) e no gene
CDKN2A (do inglés cyclin-dependent kinase Inhibitor 2 A gene) (Falk, 2009).

Outros fatores como a dieta pobre em fibras ou hipercaldrica, a auséncia de atividade
fisica, a obesidade ou o consumo de alcool e de tabaco tém como consequéncia o aumento no
risco de aparecimento deste tipo de neoplasia (Holmes & Vaughan,2007; Eslick, 2009; Falk,
2009; Ling et al. 2011).

No que respeita as opcbes terapéuticas para os tumores ressecaveis, incluem-se
procedimentos cirurgicos, como a ablacdo endoscdpica, a recessdo da mucosa e a
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esofagectomia, com a remocgdo parcial ou total do esdfago e de zonas adjacentes (DeMeester
et al. 2006; Layke et al. 2006; Stahl et al. 2010; Mayer et al. 2014). A quimioterapia sistémica a
base de farmacos como o 5-fluororacilo, a cisplatina e a mitomicina pode ser utilizada em
regime isolado ou combinado com radioterapia para o tratamento do cancro esofdgico em
estadios iniciais, como em tratamento neoadjuvante (DeMeester et al. 2006; Layke et al. 2006;
Stahl et al. 2010; Mayer et al. 2014) Para estadios mais avancados, sem possibilidade de
recessdo cirurgica e com metastizacdo, a quimioterapia sistémica surge como principal forma
de tratamento, isolada ou em combinag¢do ou a radioterapia. A radioterapia isolada ndo possui
uma grande eficicia no tratamento desta neoplasia (Campbell & Villaflor, 2010; Stahl et al.
2010; Mayer et al. 2014; Wong & Law, 2016).

Tal como no cancro colorretal, o estadiamento determina a taxa de sobrevivéncia aos 5
anos, como se pode observar na Tabela 2.

Tabela 2. Sistema de classificagdo tumor, ganglios e metastase (TMN, do inglés inglés tumour, nodes,
metastasis) de acordo com os diferentes estadios do cancro esofagico e respetiva taxa de sobrevivéncia
a 5 anos. T (tumor primario); Tx (tumor primario sem acesso); Tis (tumor primario in situ); T1 (tumor
primdrio com invasdo da submucosa ou lamina propria); T2 (tumor primdario com invasdo de tecido
esofagico); T3 (tumor primario com invasdo do tecido conjuntivo) e T4 (tumor primario com invasdo de
drgdos vizinhos); N (estado dos ganglios); Nx (ganglios linfaticos regionais sem acesso); NO (ganglios
linfaticos regionais sem presenca de metastases) e N1 (de 1 a 3 ganglios linfaticos regionais com
presenca de metdstases); M (metdastases distantes); Mx (presenga ou auséncia de metastases distantes
ndo pode ser determinada); MO (auséncia de metastases distantes) e M1 (presenca de metastases
distantes). Para tumores do baixo eséfago toracico: Mla (metastases em ganglios linfaticos celiacos);
M1b (metdstases distantes). Para tumores do es6fago mesotoracico: M1la (ndo aplicavel); M1b (outras
metastases distantes). Para tumores do alto eséfago toracico: M1a (metastases nos ganglios cervicais);
M1b (outras metastases distantes. Adaptado de Green et al. 2002.

Estadio Classificagdo TNM Sobrevivénciaa 5 anos(%)

0 Tis, NO, MO 100
| T1, NO, MO 80
1A T2-3, NO, MO 40
e T1-2, N1, MO 30
11 T3-4, N (todos), MO 15
v T (todos), N (todos), M1
IV A T (todos), N (todos), M1a 0
VB T (todos), N (todos), M1b

1.4 Terapia Fotodinamica

As terapéuticas classicas disponiveis para o tratamento do cancro apresentam limitacGes
em especial o aparecimento de efeitos adversos. A quimioterapia possui uma elevada
toxicidade a nivel sistémico, devido a falta de especificidade nos seus mecanismos de acdo,
tendo como consequéncia uma panodplia de efeitos adversos, entre os quais se destacam as
nauseas e os vomitos, a anemia, a alopecia, a imunossupressdo, entre outros (Fernando &
Jones, 2015). A cirurgia nem sempre evita a recorréncia do tumor uma vez que,
frequentemente, é dificil remover todos os tecidos afetados de uma forma eficaz (Lucky et al.
2015). Quanto a radioterapia, o seu efeito estd limitado a uma dose cumulativa de radiagao,
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com efeitos adversos locais devido a irradiacdo de tecidos sem lesdo (Owadally & Staffurth,
2015).

Atualmente verifica-se que a investigacdao médica bdsica esta concentrada em refinar as
terapéuticas que se encontram aprovadas para uso clinico no tratamento do cancro, mas
sempre com a preocupacdo de desenvolver novas formas alternativas de tratamento que
sejam minimamente invasivas, eficazes e com um custo-eficacia acessivel (Agostinis et al.
2011; Lucky et al. 2015).

A terapia fotodinamica (PDT, do inglés photodynamic therapy) tem ganho o seu espaco
como forma de tratamento para diversos tipos de cancro, como o da bexiga, do pulmao, do
esofago, da cabeca e pescoco e da pele, bem como para outras patologias ndo oncoldgicas,
com especial énfase para a degenerescéncia macular e diversas doengcas do foro
dermatoldgico (Gallagher-Colombo et al. 2012; Lucky et al. 2015). A sua crescente aprovacao
para uso terapéutico encontra fundamento na sua baixa invasibilidade, na possibilidade de uso
prolongado sem toxicidade cumulativa e na reduzida morbilidade a longo prazo associada a
melhoria substancial da qualidade de vida dos doentes (Gallagher-Colombo et al. 2012; Lucky
et al. 2015). Convém ainda referir a sua versatilidade em termos terapéuticos, ja que pode ser
utilizada como adjuvante apds recessao cirurgica, em regime neoadjuvante e como paliativo
em neoplasias inoperaveis (Lucky et al. 2015).

A primeira mencdo a PDT surgiu no final do século XIX, com o termo fototerapia a ser
descrito pelo investigador Niels Finsen, ao qual foi atribuido o prémio Nobel em 1903, pelo
tratamento de tuberculose cutdnea com recurso a luz ultravioleta (Ackroyd et al. 2001; Allison
et al. 2010; Honigsmann, 2013). No entanto, o primeiro registo experimental do processo de
fotossensibilizacdo é datado no inicio do século XX, quando Oscar Raab verificou que a
combina¢do de acridina com luz tinha um efeito téxico numa preparagdao de paramécias
(Juzeniene et al. 2007). Apds este evento, Raab em conjunto com Jodlbauer, Jesionek e Von
Tappeiner exploraram a combinagdo de luz com certos quimicos no tratamento de tumores da
pele (Huettner et al. 2000; Allison et al. 2010).

A PDT depende de trés componentes essenciais: o fotossensibilizador (PS, do inglés
photosensitizer), a luz, que deve ter comprimento de onda apropriado a ativagcdo do
fotossensibilizador, e da disponibilidade de oxigénio (Agostinis et al. 2011).

A administracdo do fotossensibilizador pode ser sistémica, oral ou tdpica, com posterior
irradiagdo com luz do espetro visivel com um comprimento de onda que se ajuste ao espetro
de absorg¢do do fotossensibilizador (Dolmans et al. 2003; Brown et al. 2004 Robertson et al.
2009). O intervalo de tempo entre a administracdo do fotossensibilizador e a aplicacdo da luz
pode variar entre cinco minutos e varias horas ou dias de acordo com as caracteristicas do
fotossensibilizador e da patologia (Celli et al. 2010). Atualmente as areas de aplicacdo desta
terapia estdo a seguir uma tendéncia de expansdo, sendo de uso clinico corrente em
oftalmologia, em dermatologia, em medicina dentdria assim como no tratamento de infe¢Ges
(Skupin-Mrugalska et al. 2013).

A PDT é particularmente util no tratamento de lesGes superficiais ou de baixa
profundidade tendo em conta a penetragdo 6tica da luz (Lucky et al. 2015; Wilson & Patterson
2008; Lucky et al. 2015). Por outro lado, é preciso compreender a dosimetria na PDT, de modo
a limitar situacGes de iluminagdo, quer escassa quer excessiva, que tem como consequéncias
ou a falha do tratamento em termos de controlo e recorréncia neopldsica ou a indugdo
excessiva de toxicidade para os tecidos normais adjacentes, respetivamente (Wilson &
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Patterson 2008; Lucky et al. 2015). Ao contrario de outras técnicas ainda ndo existe
equipamento adequado para o seguimento em tempo real da aplicacdo clinica da terapia
fotodindmica com o acoplamento de sistemas de imagem multimodal, pelo que a dosimetria é
usualmente calculada tendo em conta o rendimento da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), o efeito de photobleaching do
fotossensibilizador e a sua localizagao subcelular, pelo que o tratamento personalizado pode
ser dificil (Wilson & Patterson 2008; Lucky et al. 2015).

A hipoxia tumoral também possui um papel relevante, em termos limitantes na terapia
fotodinamica, uma vez que a oxigenacao dos tecidos tem influéncia na sua eficacia global. Esta
pode ser afetada ou pela presenca de células hipdxicas pré-existentes, que se formaram como
resultado da reducdo do suprimento sanguineo, ou pela hipoxia induzida pela prépria PDT,
devido aos seus efeitos a nivel vascular e alto consumo local de oxigénio (Celli et al. 2010;Lucky
et al. 2015).

Os tumores sélidos com uma alta fracdo de células hipdxicas sdo considerados como
sendo resistentes a PDT, pelo que estdo associados a um mau progndstico em termos de
eficacia da técnica (Lucky et al. 2015). Em termos moleculares, a hipoxia é controlada pelo
fator indutor de hipoxia-1 (HIF-1, do inglés hypoxia inductible factor-1) que é uma proteina
dimérica que engloba duas subunidades: a HIF-1a (do inglés hypoxia inductible factor-1 alpha)
e a HIF-1B (do inglés hypoxia inductible factor-1 beta) as quais sdo fatores de transcricdo. A
nivel funcional a subunidade HIF-1a é uma proteina citoplasmatica, que responde a variagoes
dos niveis de oxigénio enquanto a subunidade HIF-1B é uma proteina nuclear que é
constitucionalmente expressa e independente da presenca de oxigénio. Em células normais a
HIF-1a é degradada continuamente, em contraste com o que ocorre em ambiente hipdxico,
onde é translocada até ao nucleo, heterodimerizada com HIF-1f para formar a proteina HIF-1
ativa (Mitra et al. 2006; Lucky et al. 2015). Apds a formacao de HIF-1 ativa, a sua ligacdo tem
como resultado a ativacdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, do inglés
vascular endotelial growth factor) bem como de outros fatores angiogénicos, de enzimas
glicoliticas e de citoquinas, levando a uma diminuicdo da resposta terapéutica com a
promoc¢do de angiogénese e a recorréncia tumoral. A este nivel, varios estudos sobre a PDT
documentam a sobre-expressdo de VEGF e de HIF-1a apds o tratamento, devido a danos
vasculares e ao rapido consumo de oxigénio localizado na zona irradiada. Assim, a combinacdo
da terapia fotodinamica com farmacos que atuam em termos da inibi¢do das vias metabdlicas
associadas ao crescimento e a recorréncia tumoral, tem o potencial de contrariar todos esses
efeitos colaterais e de melhorar a eficdcia global desta terapéutica (Lucky et al. 2015).

1.5 Fotofisica e Fotoquimica na Terapia Fotodinamica

A maioria dos fotossensibilizadores no seu estado fundamental singleto So tem 2 eletrdes
com spins opostos localizados numa orbital molecular energeticamente favoravel. Apds a
absorc¢do de luz ocorre a transferéncia de um desses eletrdes para uma orbital molecular com
um estado energético mais elevado S;, como se pode observar na Figura 3 (Agostinis et al.
2011, Laranjo,2014).

O estado excitado do PS é muito instavel. A sua elevada reatividade faz com que ocorra
emissdo de energia sob a forma de fluorescéncia e/ou calor, o que determina o regresso ao
estado fundamental (So) ou, alternativamente, pode formar-se um estado tripleto estavel (T1)
através de uma conversdo de spin. Nesta circunstancia o fotossensibilizador pode seguir duas
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vias: decair para o estado fundamental singleto (So) com emissdo de fosforescéncia ou
transferir a sua energia para o oxigénio molecular (30,), a Unica espécie no sistema que possui
um estado fundamental tripleto, levando a formacdo de ROS (Triesscheijn et al. 2006;
Agostinis et al. 2011; Tacelosky et al. 2012).
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Figura 3. Diagrama de Jablonski para as diferentes fases dos processos fotofisicos e fotoquimicos que
caracterizam a PDT. O fotossensibilizador absorve a energia referente a luz que provoca a sua ativacao,
onde a energia que nao é dissipada durante o processo esta envolvida num efeito fotodinamico com
transferéncia de energia para o oxigénio, levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio.
Adaptado de Tacelosky et al. 2012.

A formacdo de ROS pode ocorrer por um de dois tipos de reagdes fotodinamicas (Figura
4), a reagdo do tipo | ou a reagdo do tipo Il. A reagdo do tipo | envolve a transferéncia de
eletroes do fotossensibilizador para substratos organicos moleculares no ambiente celular.
Apods a transferéncia de eletrGes aqueles substratos ficam reduzidos e com capacidade de
formar espécies radicalares, como o anido superoxido (0,°"). Caso ocorra uma dismutagdo ou
uma reducdo num eletrdo do 0,°” ha a formagdo de perdxido de hidrogénio (H,0,). O perdxido
de hidrogénio, por sua vez, pode sofrer a perda de um eletrdo com formacdo do radical
hidroxilo (HO®), uma poderosa espécie radicalar que oxida indiscriminadamente todos os
tecidos (Dolmans et al. 2003; LuksSiené 2003; Agostinis et al. 2011). Na presenca de ibes
metadlicos como o ferro ou o cobre, o radical hidroxilo pode também ser produzido pela reacdo
de Fenton (Laranjo, 2010). Quanto a reagao do tipo Il, verifica-se a transferéncia de energia do
fotossensibilizador para o oxigénio molecular, o que determina a formagdo do estado singleto
('0,), reconhecido como a principal ROS nos processos fotoquimicos citotdxicos inerentes a
PDT, como se pode observar na figura 4 (LukSiené 2003; Agostinis et al. 2011).

Na PDT a maioria dos fotossensibilizadores estd envolvida em reacdes do tipo Il. O '0,
formado tem uma elevada reatividade para lipidos, acidos nucleicos, proteinas e outros
substratos biolégicos, mas como possui um tempo de semi-vida muito curta, na ordem dos
3x10° s, comparativamente com outras ROS, existe apenas um efeito citotdxico nas células
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onde o PS se acumula e uma reduzida area de efeito em células vidveis (2-4x10° cm?) (Nowis
et al. 2005; Agostinis et al. 2011; Broekgaarden et al. 2015).

Reagdes Fotodindmicas Primarias Citotoxidade
3pS* +3p§*————pPSt + PSH
Tipe | 3PS* + substrato s substrato®* + PS5

P5* +0; ——> PS5+ 0"

Tipell > 3P5*+0,——+ P5+10;

Reacgdes Fotodinamicas Secundarias

e,
Substrato®

Oxidacio de
SOD substratos
O™ + Oy =——+H;0;
R. Haber Weiss

Ox* +H:0: —*30y + OH +OH™*

R. Fenton
O™ + Fe(lll) =303 + Fe{ll)

R. Fenton
Fe(ll) + H20: =" Fe (lll) + OH" + OH*

Danos

Celulares

Figura 4. Mecanismos reacionais intervenientes na formacgdo de espécies reativas de oxigénio no
contexto da PDT. A PDT exerce o seu efeito citotdxico por reagées principais do tipo | e do tipo Il, bem
como por reagdes secunddrias, onde ocorre dano celular indireto por intermediarios ou direto pelas
proprias ROS, respetivamente. Adaptado de Laranjo, 2010.

A seletividade na acumulacdo do PS deriva das caracteristicas que diferenciam o
microambiente tumoral do tecido saudavel que o envolve, bem como das caracteristicas
intrinsecas a molécula, como a lipofilicidade, os grupos funcionais ou as glicosilagdes. Em
termos das caracteristicas proprias do tecido tumoral é de ter em conta a alta capacidade
proliferativa das células cancerigenas, com a sobre-expressdo de vdrios recetores e de
transportadores membranares, como recetores de lipoproteinas de baixa densidade, recetores
de fatores de crescimento, recetores de transferrina, recetores de acido félico, recetores de
insulina, transportadores de glicose e integrinas. O pH intratumoral acidico, a infiltracdo de
macréfagos, a drenagem linfatica, a permeabilidade vascular, o espago intersticial e a
producdo de colagénio, sdo outros fatores a ter em conta, no que respeita a diferencas entre
tecido saudavel e tumoral que permitem uma internaliza¢do seletiva dos fotossensibilizadores
na PDT (Nowis et al. 2005; Agostinis et al. 2011; Sharma et al. 2012).

1.6 Fontes luminosas na Terapia Fotodinamica

A fonte de luz deve emitir radiagdo com comprimento de onda 6timo para ativar o PS
usado durante o tratamento, uma vez que se pretende expor a drea a tratar a uma energia que
permita a maxima formacdo de ROS sem comprometer a penetragdo dos tecidos (Allison et al.
2010; Allison et al. 2013).
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No espectro visivel, a luz azul, de menor comprimento de onda, é a que menos consegue
penetrar nos tecidos ao passo que a luz vermelha, de maior comprimento de onda, é a que
possui um maior poder penetrante podendo, no maximo, atingir cerca de 1 cm de
profundidade, conforme representado na Figura 5 (Agostinis et al. 2011; Allison et al. 2013).
Designa-se por janela ética tecidular a gama de comprimentos de onda entre os 600 nm e os
1200 nm, a qual delimita a luz que consegue penetrar nos tecidos. Menores comprimentos de
onda sdo absorvidos por alguns croméforos existentes na constitui¢ao tecidular, como é o caso
da hemoglobina e da melanina (Sandell et al. 2011; Allison et al.2013).

Pelas caracteristicas espectrais dos fotossensibilizadores, no entanto, nem todos os
comprimentos de onda desta gama tém a capacidade de gerar o efeito fotodindmico. Apenas
as fontes luminosas que possuam comprimentos de onda de cerca de 800 nm tém energia
suficiente para ativar a maior parte das moléculas fotossensibilizadoras (Agostinis et al. 2011;
Allison et al. 2013).

/
5\
N\
\

r | o |
U

: |l & |l &

8 @ 3

s 3 a

3 / g "o 50-150um

2 5 A ) imm

2mm
10mm

Figura 5. Capacidade de penetragdo da luz de diferentes comprimentos de onda, desde a epiderme até a
derme. A um maior comprimento de onda corresponde um maior poder de penetracdo até cerca de
1cm. Adaptado de Agostinis et al. 2011; Laranjo, 2014 e Servier.com (This work is licensed under the
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license, visit
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

No que respeita a interagdo da luz no tecido, o tipo de fonte luminosa pode ser
determinante (Allison et al. 2010). Podem ser utilizados trés tipos de fontes luminosas como as
lampadas de largo espectro, os diodos ou os lasers (Alexiades-Armenakas et al. 2006; Pervaiz
et al. 2006; Boucher, 2011; Allison et al. 2013). As lampadas de largo espectro foram usadas
inicialmente pelo facil manuseamento e pelos baixos custos (Alexiades-Armenakas et al. 2006;
Pervaiz et al. 2006). Contudo, apresentam desvantagens, como a perda de energia sob a forma
de calor, a luz ser de baixa intensidade e terem algumas limitagdes no controlo da quantidade
de energia entregue (Pervaiz et al. 2006). Mais tarde, surgiram os diodos que tém a capacidade
de gerar luz de comprimentos de onda mais baixos, com maior energia, contudo o fato de nado
emitirem luz monocromatica, faz com que percam eficicia em termos de dosimetria na
superficie alvo comparativamente aos lasers, o que reduz um pouco a sua aplicabilidade
(Triesscheijn et al. 2006; Awuah & You, 2012).
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A utilizacdo de lasers na PDT contribuiu para uma melhor eficacia, ja que estes produzem
luz monocromatica no comprimento de onda pretendido, com a dosimetria controlada de uma
forma precisa (Pervaiz et al. 2006; Awuah & You, 2012). Existem dois tipos de lasers utilizados
na PDT, os de emissdo continua e os de pulso, que sdo atualmente os mais utilizados na
terapia fotodinamica devido a sua versatilidade comparativamente a outras fontes luminosas.
Tanto para os lasers de emissdao continua como para os de pulso, a luz e o consumo de
oxigénio sdo fatores chave para que o tratamento tenha a maior eficacia possivel, uma vez que
a altas fluéncias de luz ocorre um maior consumo de oxigénio e, consequentemente, uma
perda de efeito (Choudhary et al. 2009). Atualmente, regista-se um uso preferencial dos lasers
de pulso por causa do menor risco de criar cicatrizes e hiper e/ou hipopigmentac¢do cutanea
(Pervaiz et al. 2006; Choudhary et al. 2009; Franca et al. 2012).

A sele¢do da fonte luminosa deve ter em conta a absor¢do do fotossensibilizador, as
caracteristicas da patologia (localizagdo, acessibilidade e propriedades do tecido) e o custo
(Agostinis et al. 2011).

1.7 Fotossensibilizadores

A larga maioria dos fotossensibilizadores utilizados na PDT baseiam-se numa estrutura
tetrapirrdlica, semelhante ao anel de protoporfirina que constitui o esqueleto da hemoglobina
(Agostinis et al. 2011). O desenho de um PS ideal deve obedecer a certos requisitos,
nomeadamente a autenticidade e pureza quimica do composto, de forma a permitir analises
de controlo de qualidade de baixo custo, boa estabilidade quimica e boa solubilidade nas
formulagbes farmacoldgicas usadas em meio bioldgico. Adicionalmente, deve possuir uma
forte absorvancia de luz com comprimentos de onda entre os 600 e os 800nm, de modo a
permitir a formacdo de espécies reativas de oxigénio, com uma eliminagdo rapida das células
sauddveis e uma distribuicdo com retengao especifica nos tecidos tumorais, sem toxicidade na
auséncia de luz (Agostinis et al. 2011; Jiang et al. 2014).

Atualmente existem vdrios fotossensibilizadores alguns dos quais possuem aprovacgdo
para o uso clinico e outros encontram-se em ensaios clinicos que revelam potencial para uma
futura aprovacdo (Tabela 3). O Photofrin® (derivado de hematoporfirinas purificadas) foi o
primeiro PS a ser aprovado em 1993 no Canada, com indicacdo para o cancro da bexiga e mais
tarde, a escala global, para diversos tipos de cancro (Agostinis et al. 2011; Josefsen & Boyle,
2012; Jiang et al. 2014).
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Tabela 3. Informacgdes relevantes sobre os fotossensibilizadores aprovados para uso clinico e com potencial para aprovagdo. Adaptado de Kessel, 2004 e 2015; Laranjo,
2014; Lucky et al. 2015 e Ormond et al. 2013.

Fotossensibilizador

Nome Comercial

Estrutura

IndicacBes

Aprovacoes

Comprimento

de onda

Localizagdo
subcelular

12 Geragdo

Hematoporfirinas

22 Geragdo

Photofrin®
Photogem®
Photosan®
Hematoporphyrin
Injection®

Porfirina

Pulmé&o, Bexiga,
Esé6fago, Ovérios,
Cabeca e Pescoco,
Ductos Biliares

Mundial

630 nm

Membrana lipidica
celular

Acido 5-aminolevulinico (5-ALA)
Esteres hexilicos e metilicos do 5-
ALA

Derivados monoacidos da
benzoporfirina

Meta-tetrahidroxilfenilclorina
(mTHPC) ou temoporfin

Mono-L-aspartil-clorina e6 (NPe6)
ou talaporfin

Ftalocianinas de aluminio
sulfonadas

Ftalocianinas de silica

Ftalocianinas de zinco

Texafirinas de lutécio ou
Motexafirin lutetium
2-[1-hexiloxietil] -2-
devinilpirofeoforbideo-a (HPPH)

Bacteriofeoforbideos de paléadio
ou Padaporfin

Etiopurpurinas de estanho
(SnET;) ou Rostaporfin

9-Acetoxi-2,7,12,17-tetrakis- (B-
metoxietil) — porficeno

Levulan®
Hexvix®*

Cysview®
Metvix®*

Visudyne®
Verteporfin®

Foscan®

Laserphyrin®
Talaporfin Sodium ou
Aptocine®

Photosens®
Pc4

CGP55847
Antrin®

LuTex®
Photochlor®
Tookad®

Photrex®

AMTPNn®

Percursor de
Porfirina

Clorina

Clorina

Clorina

Ftalocianina
Ftalocianina
Ftalocianina

Texafirina

Feoforbideo

Bacteriofeoforbid
eo

Purpurina

Porficeno

Bexiga, Cabeca e
Pescoco, Pele,
Eséfago

*Bexiga (diagnostico)

Oftalmolégicas,
Pancreas e Pulméao
Cabeca e Pescoco,
Cérebro, Pulméo,
Pele, Prostata e
Pancreas.

Pulmé&o e outros
tumores soélidos

AMD, Cancros
variados

Linfomas T nao-
Hodgkin e Pele

Pele e Trato digestivo
superior

Prostata

Eso6fago e Pulméo

Prostata

Pele, Prostata e
Mama

Pele

Mundial

Europa

Mundial (AMD)

Europa, América do Sul e
Asia

Asia

Russia

Ensaios Clinicos (Fase I)
Estados Unidos da América
Ensaios Clinicos (Fase I)
Estados Unidos da América

Ensaios Clinicos (Fase Il)
Estados Unidos da América

Ensaios Clinicos (Fase Il)
Mundial

Ensaios Clinicos (Fase Ill)
Europa

Ensaios Clinicos (Fase Il)
Estados Unidos da América

Alemanha

635 nm

375-400 nm
635 nm

689-693 nm

652 nm

664 nm

675 nm

670 nm

675 nm

732 nm

665 nm

763 nm

660 nm

610-650 nm

Reticulo
Endoplasmatico

Mitocondria

Mitocondria e
Reticulo
Endoplasmatico

Lisossomas

Lisossomas
Mitocondria
Lisossomas

Lisossomas

Reticulo
Endoplasmético e
Lisossomas
Reticulo
Endoplasmético e
Lisossomas
Reticulo
Endoplasmético e
Lisossomas
Reticulo
Endoplasmético e
Mitocdndria



1.7.1 Fotossensibilizadores de 12geracao
1.7.1.1 Photofrin®

O Photofrin® ou derivado de hematoporfirina (HpD, do inglés hematoporphyrin
derivative), cuja estrutura quimica esta representada na Figura 6, € uma mistura de porfirinas
soltveis em &gua. E ainda o PS mais utilizado na clinica (Agostinis et al. 2011; Jiang et al. 2014;
Senge et al.2013; Lucky et al. 2015).

OH

OH

OH
Figura 6. Estrutura quimica do Photofrin®. Estrutura adaptada de Laranjo, 2014 e desenhada com
recurso ao programa ChemDraw® 12.0

O Photofrin® exibe eficacia na destruicdo tumoral e possui uma limitada toxicidade no
escuro (Lucky et al. 2015). Contudo o Photofrin® apresenta algumas desvantagens, como por
exemplo, a eficiéncia moderada, devido ao relativamente reduzido comprimento de onda da
luz de ativacdo (630 nm). Outra desvantagem importante é a fotossensibilidade na pele, que se
verifica no intervalo entre administracdao do fotossensibilizador e a irradiagdo e também
durante um periodo de tempo apds o tratamento (Agostinis et al. 2011; Jiang et al. 2014;
Ormond et al. 2013; Lucky et al. 2015).

1.7.2 Fotossensibilizadores de 28geragdo

Os fotossensibilizadores de segunda geracao foram desenvolvidos com a finalidade de
aumentar o poder de penetracdo e a eficacia da terapia fotodindmica, bem como para alargar
o espetro de indicagdes. A pesquisa e o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores focou-
se na obten¢do de compostos com um maior comprimento de onda de absor¢do e maior
coeficiente de exting¢do (Josefsen & Boyle, 2012).

1.7.3 Fotossensibilizadores de 28geragdo com aprovacao clinica
1.7.3.1 Acido 5-aminolevulinico e derivados

O acido 5-aminolevulinico (ALA do inglés aminolevulinic acid ou Levulan®) e os seus
derivados hexilicos (H-ALA ou Hexvix®) e metilicos (M-ALA ou Metvix®), cuja estrutura quimica
estd representada na Figura 7, sdo compostos enddgenos no organismo humano, envolvidos
na biossintese de grupos heme (Ormond et al. 2013; Skupin-Mrugalska et al. 2013; Lucky et al.
2015).
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Figura 7. Estruturas quimicas do 5-ALA (1), H-ALA (2) e M-ALA (3). Estruturas adaptadas de Lucky et al.
2015 e desenhadas com recurso ao programa ChemDraw® 12.0

A administracdo exdgena de ALA induz a produgao de protoporfirina IX (PplIX, do inglés
protoporphyrin IX), através da via biossintética de grupos heme representada na Figura 8. A
toxicidade da PplX é limitada pois existem mecanismos de excrecdo que permitem uma rapida
eliminacdo da circulacdo sistémica. Estes fotossensibilizadores sdo indicados para o
tratamento de tumores superficiais e de outras patologias dermatoldgicas (Josefsen & Boyle,
2012; Ormond et al. 2013).
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Figura 8. Via metabdlica da sintese enddgena de PplX através de 5-ALA. Adaptado de Ormond et al.
2013 e Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

De modo a favorecer a absor¢cdo de ALA, foram desenvolvidas novas formulagdes
guimicas, como ésteres de ALA que, com a consequente diminuicdo da hidrofilicidade,
permitem a sua utilizagdo tdpica no tratamento de carcinomas basocelulares, gastrointestinais
e lesGes relacionadas com a pele (Juzeniene et al. 2007; Josefsen & Boyle, 2012; Ormond et al.
2013). Os derivados de ALA tém ainda outras aplicacdes, como a possibilidade de serem
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utilizados como tragadores de diagndstico, principalmente no cancro da bexiga, devido a
acumulacgdo seletiva de PplX no tecido tumoral e possibilidade de visualizagdo quando este é
iluminado por luz azul (Josefsen & Boyle, 2012).

1.7.3.2 Clorinas

Na familia das clorinas, os fotossensibilizadores que se destacam sdo a meta-
tetrahidroxifenil clorina (m-THPC do inglés m-tetra(hydroxyphenyl)chlorin), também designada
por temoporfina ou Foscan®, a verteporfina e a Mono-L-aspartil-clorina e6 (NPe6 do inglés
mono-Laspartyl chlorine e6), com férmulas quimicas representadas na Figura 9.
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Figura 9. Estruturas quimicas das clorinas m-THPC (1), verteporfina (2) e NPe6 (3). Estruturas adaptadas

de Ormond et al.2013 e desenhadas com recurso ao programa ChemDraw® 12.0

O m-THPC, a verteporfina e o NPe6 produzem uma elevada quantidade de oxigénio
singleto apds exposicdo a luz de comprimentos de onda acima dos 650 nm, o que permite
maior penetragdo da luz nos tecidos (Brown et al.2004; Ormond et al. 2013; Skupin-Mrugalska
et al. 2013). Estes fotossensibilizadores sdo muito ativos e requerem uma baixa concentragado
de composto e de luz comparativamente ao Photofrin® e ao ALA; contudo requerem também
uma iluminagdo precisa dos tecidos afetados, para que ndo haja ativagdo do composto
localizado em tecidos saudaveis (Brown et al.2004; Ormond et al. 2013).

1.7.3.3 Ftalocianinas

Entre as ftalocianinas, as ftalocianinas de aluminio sulfonadas (AIPcS4, do inglés
aluminium(lll) phthalocyanine tetrasulfonate chloride) encontram-se aprovadas para uso
clinico na Russia, cuja estrutura quimica estd representada na Figura 10.

As ftalocianinas estdo relacionadas com as porfirinas, pelo que possuem uma estrutura
macrociclica aromatica e simétrica (Josefsen & Boyle, 2012). Contudo, estes
fotossensibilizadores necessitam de ligagdes metal-ligando para obter um efeito fotodinamico.
O nucleo com metais de transicdo possibilita o desvio do comprimento de onda de absor¢do
para o vermelho, o que permite usar luz com comprimentos de onda entre os 670 nm e os 700
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nm, em conformidade com a janela 6tima de formacdo de ROS (Josefsen & Boyle, 2012;

Ormond et al. 2013).
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Figura 10. Estrutura quimica da ftalocianina AIPcS4. Estrutura adaptada de Ormond et al.2013 e
desenhada com recurso ao programa ChemDraw® 12.0

Por outro lado, as ftalocianinas possuem uma tendéncia para agregacdo em meios
aquosos a pH fisioldgico pelo que, para se evitar a perda total ou parcial da sua atividade
fotodinamica, podem utilizar-se estratégias como formula¢Ges de base lipossomal (Sharman et
al. 1999; Allison et al. 2010; Josefsen & Boyle, 2012). Nestes fotossensibilizadores também sdo
descritos efeitos de fotossensibilidade da pele, com a duragdo de varias semanas (Ormond et
al. 2013).

A nivel clinico estes fotossensibilizadores demonstram eficdcia numa vasta gama de
patologias dermatoldgicas e em diversos tipos de cancro (Sharman et al. 1999; Allison et al.
2010; Josefsen & Boyle, 2012).

1.7.3.4 Porficenos

Os porficenos, que sdo isdémeros modificados das porfirinas, possuem uma cadeia lateral
que Ihe confere uma captacdo seletiva a nivel tumoral, maior eficiéncia da producdo de ROS e
auséncia de fotossensibilidade (O’Connor et al. 2009). Entre esta familia de
fotossensibilizadores o 9-acetoxi-2,7,12,17-tetraquis-(B-metoxietil)-porficeno (AMTPn, do
inglés 9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(6-methoxyethyl)-porphycene), cuja estrutura quimica estd
representada na Figura 11, destaca-se dos restantes uma vez que possui aprovagdo para uso
clinico na Alemanha para o tratamento de patologias cutaneas, com um comprimento de onda
de absorcdo na ordem dos 600 nm (O’Connor et al. 2009; Josefsen & Boyle, 2012).

H3CO, OCH;
o\n/

H3CO OCH,
Figura 11. Estrutura quimica do AMTPn. Estrutura adaptada de Josefsen & Boyle, 2012 e desenhada com
recurso ao programa ChemDraw® 12.0
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1.7.4 Fotossensibilizadores de 32geragdo

Atualmente, os fotossensibilizadores de 32geracdo encontram-se em desenvolvimento,
pelo que se pretende que estes possuam uma ativacao por luz de comprimentos de onda cada
vez maiores, de modo a ter-se uma maior penetracao pela luz nos tecidos. Adicionalmente, é
exigido que estes ndo provoquem reacbes de fotossensibilidade generalizada durante o
tratamento e que sejam ainda mais especificos quanto a distribuicdo no tecido tumoral (Lucky
etal. 2015).

Para tal, a investigacdo tem por base a modificagdo dos fotossensibilizadores através da
adicdo de conjugados bioldgicos como péptidos, anticorpos, sequéncias de DNA ou de RNA
antisense, entre outros, para a obtencdo de uma maior internalizacdo por interagbes
especificas com o tecido tumoral alvo. Outra alternativa é a utilizacdo de conjugacdo quimica
ou de encapsulacao dos fotossensibilizadores em sistemas de transporte e de libertacdo de
farmacos como lipossomas ou nanoparticulas, para se atingir o mesmo efeito (Lucky et al.
2015).

Em resumo, a diferenca entre os fotossensibilizadores de 22 e de 32 geracdo verifica-se a
nivel da especificidade da interacdo com o tecido neopldsico. Contudo, apesar de estes
fotossensibilizadores em estudos demonstrarem eficacia anti-tumoral in vitro, o mesmo ainda
ndo se verifica em grande parte dos estudos in vivo, pelo que a sua utilizacgdo em ensaios
clinicos ainda se encontra numa fase inicial (Lucky et al. 2015).

1.8 Mecanismos de citotoxicidade da PDT

Uma vez que a semivida do '0, é muito curta, a sua difusdo nas células serd limitada,
garantindo que o dano provocado pelo efeito fotodinamico ocorra muito perto da localizagao
intracelular do PS (Agostinis et al. 2011). Devido a esta particularidade, é importante conhecer
os locais de acumulagdo preferenciais dos diferentes fotossensibilizadores. Podemos, por
exemplo, referir o Photofrin® que se acumula a nivel das membranas lipidicas, o NPe6 e a
talaporfina a nivel dos lisossomas, a verteporfina a nivel das mitocéndrias e o m-THPC a nivel
do reticulo endoplasmatico e/ou das mitocdndrias (Agostinis et al. 2011).

A morte celular associada a PDT pode ocorrer por apoptose, por necrose ou por autofagia
com término em morte, porém a apoptose (Figura 12) é considerada a via predominante (Garg
et al. 2010; Agostinis et al. 2011; Hou et al. 2013).

A indugdo de apoptose pela PDT estd na dependéncia da ativagdo de duas cascatas
apoptéticas conhecidas por via apoptdtica extrinseca ou associada a recetores de morte e a via
apoptética intrinseca ou mitocondrial (Uzdensky et al. 2008; Garg et al. 2010; Agostinis et al.
2011; Hou et al. 2013). O envolvimento da sinalizacdo por recetores de morte esta associado a
libertagdo de citoquinas induzidas por stresse oxidativo por parte da PDT ou pelas células em
morte. Por outro lado, estd demonstrado que a morte celular apoptdtica subsequente a PDT
envolve a via mitocondrial na maioria dos modelos em estudo (Almeida et al. 2004;Garg et al.
2010; Agostinis et al. 2011).

A ativagdo da via apoptdtica intrinseca parece depender criticamente dos danos diretos
na mitocondria ou da sinalizagdo por ativacgdo de vias secundarias por dano noutras
localizagdes subcelulares. A permeabilizacdo da membrana mitocondrial apés a PDT é um
evento letal crucial, que é controlado pelos membros da familia BCL-2 (do inglés B-cell
leukemia/lymphoma protein) e pensa-se que ¢ independente do gene TP53 envolvido na

47



regulacdo do ciclo celular (Almeida et al. 2004;Uzdensky et al. 2008; Garg et al. 2010). Na
morte celular por apoptose, as proteinas pré-apoptéticas BAX (do inglés Bcl-2-associated X
protein) e BAK (do inglés Bcl-2 homologous antagonist/killer protein) sdo essenciais na PDT,
uma vez que a sua auséncia inibe esta via de morte. O aumento na expressdao de BAX é
suficiente para que ocorra ativagdo de caspases e, consequentemente, morte celular por
apoptose (Almeida et al. 2004;Garg et al. 2010; Hou et al. 2013).
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Figura 12. Mecanismos envolvidos na morte por apoptose na PDT. Como se pode observar na figura a
apoptose possui duas possiveis vias de ativagdo, uma através de recetores de morte (via extrinseca) ou
por via mitocondrial (via intrinseca). Adaptado de Springer et al. 2015

A PDT também pode atuar a nivel das proteinas anti-apoptdticas BCL-2, facilitando a
permeabilidade membranar mitocondrial mediada por BAX/BAK e a libertacdo de ativadores
de caspases, como o citocromo ¢, o complexo Smac/DIABLO (do inglés Second mitochondria-
derived activator of caspases/direct IAP binding protein with low isoelectric point) ou outras
moléculas pré-apoptoticas, incluindo o fator indutor de apoptose (Garg et al. 2010). Porém,
quando ocorre acumulagao preferencial de PS noutros organelos que ndo a mitocéndria, tais
como o reticulo endoplasmatico ou os lisossomas, sdo envolvidos outros marcadores
moleculares de ativa¢do da apoptose (Garg et al. 2010).

A necrose ocorre quando se estd perante a existéncia de dano irreversivel de tecidos
(Golstein & Kroemer, 2007; Garg et al. 2010; Hou et al. 2013). A necrose pode ser programada
através de regulacdo genética, quando as células ndo conseguem ativar a caspase-8 apds a
ligagcdo de agonistas dos recetores de morte ou quando ndo existe a expressao de beclina-1,
componentes estes necessarios na apoptose e na autofagia, respetivamente (Golstein &
Kroemer, 2007; Berghe et al. 2014).
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Figura 13. Mecanismos envolvidos na morte por necrose programada. A ativacdao da via de morte por
necrose tem como consequéncia varios fendmenos ao nivel dos organelos celulares, entre os quais a
libertacao de catepsinas, produgao de ROS, deplegcdo de ATP e a ativagdo de calpaina. Adaptado de Hou
et al. 2013 e Servier.com. (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

A geracdo do complexo proteico RIP1/RIP3 (do inglés kinase receptor interacting proteins
1 and 3) leva a ativacdo de vias de sinalizacdo da necrose programada, que podem ser inibidas
pela necrostatina-1 (Berghe et al. 2014). Morfologicamente, a necrose é caracterizada pela
disrup¢ao da membrana celular e de organelos, com aumento de tamanho das mitocondrias e
do citoplasma (Golstein & Kroemer, 2007; Ouyang et al. 2012; Hou et al. 2013).

Na necrose, os conteudos celulares ficam expostos no meio extracelular onde podem
atuar como agentes sinalizadores que promovem a inflamagao. Os principais desencadeadores
da necrose incluem a acumulac¢do excessiva de calcio por ativacdo de calpaina, a formacado de
ROS, a deplegdo da energia celular, os danos a nivel das membranas lipidicas, a destabilizagdo
lisossomal e a libertagdo de catepsinas (Ouyang et al. 2012; Hou et al. 2013). A sobre-
expressao da poli ADP-ribose polimerase 1 (PARP-1, do inglés poly [ADP-ribose] polymerase 1)
causa a deplecdo de adenosina trifosfato (ATP, do inglés adenosine triphosfate), o que leva a
morte celular por necrose através da ativagdo de vias de sinalizagdo especificas (Ouyang et al.
2012; Hou et al. 2013).

A autofagia é um processo envolvido na sobrevivéncia celular durante periodos de
inanigdo ou de stresse devido a privagdo de fatores de crescimento (Ouyang et al. 2012; Liang
et al. 2016). A sua principal forma é a macroautofagia, como se observa na Figura 14, que se
inicia com o envolvimento do conteudo citosdlico pelo fagéforo com formagdo de
autofagossomas. Os autofagossomas fundem-se com lisossomas para formar autolisossomas
onde o material envolvido é degradado por enzimas lisossomais. Neste processo pode ocorrer
a producdo de aminoacidos e de acidos gordos para suprir necessidades bioenergéticas e
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sintese proteica, sendo que a autofagia também pode ser seletiva atuando a nivel de
diferentes organelos, proteinas, micrdbios, entre outros (Ouyang et al. 2012; Hou et al. 2013;
Liang et al. 2016).
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Figura 14. Mecanismos envolvidos na macroautofagia e autofagia seletiva. Adaptado de Hou et al. 2013.

A autofagia pode ser estimulada por varios sinais de stresse, sendo o sinal mais comum o
stresse oxidativo. A autofagia possui um papel citoprotetor mas também pode desencadear
morte, como se verifica apds terapéuticas que envolvem espécies reativas de oxigénio como
agentes primarios de dano (Agostinis et al. 2011).

Os fotossensibilizadores que se acumulam preferencialmente nos lisossomas podem
causar danos que comprometam a finalizagdo do processo autofagico, o que leva a
acumulacdo de componentes danificados por ROS que potenciam a morte por apoptose
(Agostinis et al. 2011).

A PDT pode ainda provocar danos a nivel dos vasos sanguineos que se encontram nos
tumores, impedindo a chegada de nutrientes, o que constitui um importante mecanismo de
destruicdo de neoplasias (Wang et al. 2012). Os danos na vasculariza¢do devidos a PDT podem
envolver processos de vasoconstricdo, de aumento da permeabilidade vascular, de formagao
de trombos e de paragem do fluxo sanguineo, conforme esquematizado na Figura 15 (Debefve
et al. 2006; Wang et al. 2012).

O dano das células endoteliais induzido pela PDT causa o rearranjo do seu citoesqueleto o
qgue, por sua vez, determina a retracdao das mesmas e a abertura de gap junctions. Este
processo resulta na exposicdo da matriz membranar dos vasos sanguineos o que,
consequentemente, aumenta a permeabilidade vascular e induz a ligacdo e a agregacdo de
plaguetas no local danificado (Debefve et al. 2006; Novak-Sliwinska et al. 2013). As plaquetas
ativadas libertam mediadores vasoativos como a serotonina e os tromboxanos, que tém a
capacidade de despoletar uma cascata de eventos, incluindo a amplificacdo da ativacao de
plaguetas, a coagula¢do e a vasoconstricdo (Debefve et al. 2006; Novak-Sliwinska et al. 2013).

50



O resultado final é o colapso dos vasos sanguineos e a paragem do fluxo sanguineo com a
consequente obstrucdo permanente ou tempordria dos vasos sanguineos tumorais (Debefve et
al. 2006; Novak-Sliwinska et al. 2013).
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Figura 15. Efeitos da PDT a nivel da agregacdo de plaquetas, formagdo de trombos e aumento da
permeabilidade vascular. A- Captacdo de PS pelos vasos sanguineos; B- Ativacdo do PS nos vasos
sanguineos com o consequente dano no tecido endotelial (perda de tight junctions) e conversdo de
fibrinogénio em fibrina, indicativa de um processo trombético; C e D- Vasoconstricdo e aumento de
permeabilidade com infiltragdo de plaquetas, devido a libertagdo do fator de von Willebrand, indicando
coagulagdo sanguinea; E- Rutura do endotélio, com paragem do fluxo sanguineo. Adaptado de Novak-
Sliwinska et al. 2013.

1.9 Agdo da PDT na promogao de resposta imunitaria

Uma das particularidades da PDT é a indu¢do de inflamagdo aguda, que se caracteriza
pela producdo de vdérias citoquinas e quimoquinas, nas quais se incluem o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a, do inglés tumoral necrosis factor alpha), a interleucina-1 beta (IL-18, do
inglés interleukin 1 beta) e a interleucina-6 (IL-6, do inglés interleukin 6). Também ¢é descrito
um aumento na expressdo de moléculas de adesdo, como a E-selectina e a molécula de adesédo
intracelular 1 (ICAM-1, do inglés intercellular adhesion molecule 1), bem como uma rapida
acumulagdo de leucdcitos e aumento dos ganglios linfaticos de drenagem tumoral (TDLN, do
inglés tumor-draining lymph nodes) na area tumoral tratada, como se encontra descrita na
Figura 16 (Garg et al. 2010; Brackett & Gollnick, 2011; Mroz et al. 2011).

O tipo de leucécitos que é predominante na drea tumoral afetada pela PDT caracteriza-se
por expressar o antigénio de diferenciacdo de granuldcitos 1 (Gr-1, do inglés granulocyte-
differentiation antigen-1) e por ter semelhanca morfoldgica com os neutrdfilos. Sabe-se
também que a deplegdo de leucdcitos que expressam Gr-1 estd relacionada com um
crescimento tumoral a longo prazo (Kousis et al. 2007; Brackett & Gollnick, 2011).
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Em resumo, verifica-se que a PDT induz uma resposta sistémica, com neutrofilia,
libertagdo de mediadores pré-inflamatdrios e de proteinas do complemento, havendo a
presenca e a ativacdo de mecanismos de imunidade inata e adquirida e, consequentemente,
de imunidade anti-tumoral.

A base da imunidade anti-tumoral observada na PDT esta relacionada com a ativagdo e a
maturacdo de células dendriticas (DC, do inglés dendritic cells) por células tumorais em morte
que, apds maturagdo, migram para TDLN onde ativam as células T (Brackett & Gollnick, 2011).
A ativacdo de DC é resultado do reconhecimento de padrdes associados a dano molecular
(DAMP, do inglés damage associated molecular patterns), como moléculas libertados pelas
células em morte apds a PDT ou pela presencga de recetores que estdao expressos nestas células
como, por exemplo, os recetores toll-like. Um dos DAMP que esta envolvido na maturagao de
DC é a proteina de choque térmico 70 (HSP70, do inglés heat shock protein 70), que ao
interagir com os recetores toll-like existentes nas DC, as transforma em células apresentadoras
de antigénios que irdo interagir com as células efetoras do sistema imunitario, nomeadamente
as células T-CD4* e T-CD8*, com a finalidade de se induzir uma resposta anti-tumoral (Garg et
al. 2010; Brackett & Gollnick, 2011; Mroz et al. 2011).
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Figura 16. Efeitos da PDT em termos de resposta imunitaria. A PDT induz a morte de células tumorais,
com libertacdo de diversos DAMPs, que ao serem captados por DC, levam a sua ativacdo, maturacédo e
consequente resposta imunitaria anti tumoral. Adaptado de Garg et al. 2010 e de Servier.com (This work
is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license,
visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

1.10 Aplicagao clinica da PDT nos cancros colorretal e esofagico

Como ja foi referido, o cancro colorretal é um dos cancros com maior incidéncia e
mortalidade, pelo que as estratégias atuais para o seu tratamento tém estado dependentes da
possibilidade de recessdo cirurgica e da aplicagdo de quimioterapia. Tendo isto em conta, a
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aplicacdo clinica da PDT neste tipo de neoplasia, estd limitada ao seu uso como terapia
neoadjuvante e/ou adjuvante relativamente a cirurgia, de forma a se evitar uma possivel
recorréncia tumoral (Shishkova et al. 2013).

O primeiro estudo sobre a aplicacdo da PDT no cancro colorretal é referido por Barre et
al. que, apesar de ter sido um estudo piloto, incluiu dez doentes em estadio inoperavel, que
foram submetidos a PDT endoscdpica com HpD injetado por via intravenosa na concentracao
de 2,5 mg/kg e com irradiacdo 48h apds inje¢cdo com um laser de 630 nm de comprimento de
onda. O seguimento durante 1 més revelou melhoria sintomdatica de todos os individuos.
Adicionalmente, verificou-se que 2 desses 10 doentes tiveram remissdao tumoral completa
entre os 20 e os 28 meses apds a PDT. Contudo, um dos doentes cujo tumor se encontrava
num estadio avancado, teve complicacdes hemorragicas. Este facto revela mais uma vez a
importancia da dosimetria na PDT, para que o tratamento seja cada vez mais personalizado e
eficaz para cada doente (Barr et al. 1990; Shishkova et al. 2013). Noutro estudo posterior,
realizado por Kashtan et al., uma mulher de 70 anos de idade com recorréncia tumoral foi
submetida a PDT com Photofrin® administrado por injecdo intravenosa na concentracao de
2 mg/kg e duas irradiacdes, uma apds 48 h e outra apds 96 h. O seguimento durante 10
semanas mostrou uma resposta anti-tumoral completa confirmada por biopsia. Porém apds 16
semanas foi observada recorréncia da neoplasia (Kashtan et al. 1996; Shishkova et al. 2013).

Outro estudo clinico realizado por Taber et al. que incluiu neoplasias do célon utilizou o
fotossensibilizador NPe6, com administracdo por via intravenosa numa gama de
concentracdes compreendida entre os 0,5 mg/kg e os 3,5 mg/kg, com a irradiacdo a ser
efetuada com uma luz laser de drgon com comprimento de onda de 664 nm, numa fluéncia
entre os 25 J/cm? e os 100 J/cm?, 4h apds a injecdo de PS. Como resultado, neste estudo
observou-se a auséncia de toxicidade por parte da PDT, ocorrendo apenas uma ligeira
fotossensibilidade nos 11 doentes presentes no estudo, com a presenca de necrose a nivel
tumoral entre as 24 h e as 48 h, sendo que apds 8 a 12 semanas do tratamento se registou
remissdo tumoral completa em alguns casos (Taber et al. 1998; Kawczyk-Krupka et al. 2015).
Outros estudos descreveram respostas individuais o que permitiu concluir que a concentragao
de 0,5 mg/kg de NPe6 com irradiacdo com 100 J/cm? era insuficiente para se obter regressdo
tumoral superior a 50% do tamanho tumoral inicial. Com concentrag¢des de PS inferiores ou
iguais a 1,65 mg/kg a regressdo tumoral foi transitéria contrariamente ao que ocorreu com
concentragdes superiores a 2,5 mg/kg onde, no final de 12 semanas, houve um melhor
controlo do crescimento tumoral (Taber et al. 1998; Kawczyk-Krupka et al. 2015).

Em relagdo ao cancro do esofagico, verifica-se que o tipo de tratamento a utilizar esta
dependente do estddio tumoral, com a PDT a ser utilizada ja como primeira linha de
tratamento em alguns paises, nos casos em que as neoplasias se encontram num estadio
inicial. A primeira introducdo desta terapéutica foi em contexto paliativo e revelou ser
bastante promissora (Shishkova et al. 2013). O propdsito do tratamento com PDT no cancro
esofagico numa fase inicial é a remissdao tumoral completa, enquanto na presenca de cancro
esofagico num estadio avancado e com aparecimento de metastases apenas servird como uma
forma paliativa, de modo a diminuir a progressao tumoral (Pech et al. 2005).

A titulo de exemplo, um estudo realizado por Peche et al. com o fotossensibilizador ALA
na concentracdo de 60 mg/kg por via oral, com irradiacdo a ser efetuada entre 4 a 6h apds a
ingestdo por uma fonte luminosa com 635 nm com uma fluéncia de 150 J/cm?, todos os
doentes obtiveram resposta tumoral com efeitos secundarios praticamente inexistentes e com
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uma taxa de sobrevivéncia aos 5 anos de 80% (Pech et al. 2005). Noutros estudos efetuados
com cancro do esofagico em estddio inicial verificou-se uma taxa de cura na ordem dos 89%
para o PS HpD, de 86% para o PS mTHPC e de 75% para o Photofrin®. No tratamento com
mTHPC ativado por luz com comprimento de onda de 514 nm obtiveram-se menos efeitos
adversos, comparativamente com a ativa¢do por luz comprimento de onda de 630 nm, apesar
deste ultimo ser mais eficiente no tratamento, devido a um efeito fotodindmico com maior
producdo de ROS (Shishkova et al. 2013). Num estudo realizado por Canto et al., verificou-se
que a recessao cirurgica em doentes com cancro esofdgico inicial, combinada com a PDT teve
uma taxa de cura de 95,4%, valor superior ao tratamento com PDT isolada que apresentou um
valor de 89,7% (Canto et al.2005; Shishkova et al. 2013). Outras combina¢Ges promissoras para
o cancro esofagico foram estudadas por Maier et al., o qual mostrou que a combinac¢do da PDT
com braquiterapia teve resultados significativamente melhores em relacdo ao grupo que
apenas recebeu braquiterapia. No estudo de Zhang et al., a combinag¢do de PDT com 5-FU teve
como resultado uma melhoria da remissdao tumoral, na ordem dos 99%, comparativamente ao
grupo que apenas recebeu PDT, com 87% (Maier et al.2000; Zhang et al.2007; Shishkova et al.
2013).

2. Acido Acetilsalicilico

O acido acetilsalicilico (AAS) é um anti-inflamatdrio ndo esteroide com uma massa molar
de 180 g/mol que se apresenta sob a forma de cristal ou de pé branco inodoro. Este farmaco
exibe multiplas propriedades farmacolégicas para além do efeito anti-inflamatério, como
propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-trombéticas (Kim et al. 2016). O AAS é o farmaco
mais utilizado a nivel mundial e ha estudos que referem que uma administracdo regular de
AAS a partir dos 50 anos tem como consequéncia uma redugao do risco do aparecimento de
multiplas patologias associadas ao envelhecimento (Vane & Botting, 2003).

2.1 Farmacocinética e Farmacodinamica do Acido Acetilsalicilico

Em termos farmacocinéticos o AAS é absorvido rapidamente por difusdo passiva na forma
de acido salicilico na mucosa géstrica e jejunal, onde se encontra um pH baixo e a hidrélise é
minima (Rocca & Petrucci, 2012; Gaglia & Clavijo, 2013). A biodisponibilidade apds
administragdo oral do AAS é aproximadamente 50%, uma vez que a fragdo administrada e
absorvida do farmaco sera inativada por desacetilagdo pelas carboxilesterases presentes no
plasma sanguineo e no figado antes de voltar a circulagdo sistémica, sofrendo um efeito de
primeira passagem (Rocca & Petrucci, 2012). Na inativacdo do acido acetilsalicilico, a
carboxilesterase 2 hepdatica humana (HCE2, do inglés human carboxylesterase 2) é a principal
efetora do efeito de primeira passagem, como pode ser observado na Figura 17. Este efeito
pode também ocorrer a nivel do intestino pela mesma classe de esterases e no sangue
periférico por colinesterases presentes no plasma, arilesterases presentes nos eritrécitos e
ainda por outras esterases especificas (Rocca & Petrucci, 2012).
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Figura 17. Farmacocinética e farmacodindmica do AAS. O AAS é absorvido no estdbmago e no intestino
delgado, exercendo o seu efeito farmacodinamico a nivel da acetilagdo do residuo serinico 529 da COX-1
presente no sangue portal, sendo biotransformado para a forma inativa de acido salicilico por esterases
presentes no intestino, plasma e figado. Uma vez na circulagdo sistémica o AAS atinge os megacaridcitos
na medula éssea inibindo as cicloxigenases 1 e 2 e, consequentemente, a agregacdo de plaquetas.
Adaptado de Rocca & Petrucci, 2012.

O pico de concentragdo de AAS no plasma humano apds a administragao oral é atingido
em cerca de 1h, com uma semi-vida de cerca de 20 minutos (Rocca & Petrucci, 2012; Gaglia &
Clavijo, 2013).

Tendo em conta a sua farmacodinamica, verifica-se que o AAS interage com o centro
ativo das cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e 2 do inglés cyclooxygenase 1 and 2), sendo um inibidor
nado-seletivo das duas isoformas, o que provoca uma acetilacdo irreversivel nas plaquetas
presentes no sangue portal, antes do efeito de primeira passagem, com uma dura¢do de
aproximadamente 10 dias (Rocca & Petrucci, 2012; Gaglia & Clavijo, 2013). Para a inibi¢do da
COX-1 ndo é necessario uma grande concentracdo de AAS, pelo que concentragdes baixas na
ordem nos 30 mg tém eficdcia. Contudo, para a inibicdo da COX-2 s3ao necessarias
concentragdes consideravelmente mais altas, o que revela uma farmacodinamica sustentavel a
nivel das plaquetas por parte do AAS, apesar da curta semi-vida plasmatica (Fuster & Sweeny,
2011; Rocca & Petrucci, 2012; Gaglia & Clavijo, 2013).

Tanto a COX-1 como a COX-2 estdo envolvidas na conversdo catalitica do dacido
araquiddnico (AAR, do inglés arachidonic acid), como esta descrito na Figura 18, proveniente
dos fosfolipidos da membrana celular, em prostaglandina H2 (PGH,, do inglés prostaglandin
H2), sendo esta posteriormente convertida para outros tipos de prostanoides, por isomerases
especificas que existem a nivel dos tecidos, como o tromboxano A, (TXA,, do inglés
thromboxane A2) e a prostaglandina 12 (PGl,, do inglés prostaglandin 12) (Fuster & Sweeny,
2011;Rocca & Petrucci, 2012;Gaglia & Clavijo, 2013). O TXA, é gerado principalmente pela
COX-1 nas plaquetas, como resposta ao aparecimento de agonistas como o colagénio, a
adenosina difosfato e a trombina, ligando-se posteriormente ao seu recetor especifico, que se
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encontra a superficie das plaquetas e, consequentemente induz agregacdo plaquetaria
irreversivel. Este fendmeno causa vasoconstricdo e proliferacdo do tecido endotelial, bem
como a promogdo de aterosclerose (Fuster & Sweeny, 2011; Rocca & Petrucci, 2012; Gaglia &
Clavijo, 2013). Em contraste a PGl, é produzida principalmente pela COX-2 a nivel das células
vasculares endoteliais, tendo efeitos contrarios ao TXA,, com inibicdo da agregacao
plaguetdria, vasodilatacdo e inibicdo da proliferacdo endotelial e aterosclerose (Rocca &
Petrucci, 2012; Gaglia & Clavijo, 2013).

Fosfolipidos

R S
v

Figura 18. Metabolismo do aC|do araquiddnico e formagdo de prostan0|des Adaptado de Thun et al.
2012 e de Servier.com (This work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

2.2 Acido Acetilsalicilico e Cancro

Com o efeito anti-inflamatdrio do AAS bem documentado e provado em termos clinicos,
este farmaco tem vindo a ganhar interesse noutras areas terapéuticas, nomeadamente na
quimioprevencdo tumoral (Chan et al. 2011; Alfonso et al. 2014). Este interesse fundamenta-se
por numerosas investigacbes de indole fundamental, bem como de aplicacdo clinica da
aspirina em diversos tipos de neoplasias, como o cancro colorretal, o cancro esofdgico, o
cancro da mama, o cancro do figado e o cancro da pele, aos quais esta associado uma reducdo
do risco de incidéncia e/ou de mortalidade (Ugurlucan et al. 2011; Alfonso et al. 2014). Foi
demonstrado experimentalmente que o AAS induz a morte celular por apoptose e possui um
efeito antiangiogénico. Pensa-se que este efeito assenta na capacidade de interferir com o
metabolismo do AAR, por inativagdo permanente da COX-1 (constitutiva) e modelagdo da COX-
2 (indutivel) pela acetilagdo dos seus residuos de serina (Thun et al. 2012; Alfonso et al. 2014).

Varios estudos apontam para uma variedade de alvos moleculares, contidos em vias
metabdlicas dependentes da COX, como potenciais alvos do AAS para os seus efeitos
anticancerigenos. O AAS e o seu metabolito primario, o salicilato, apresentaram efeito
inibitério em termos da expressdo da COX-2, quer a nivel transcricional como pds-
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transcricional. Como consequéncia verificou-se um decréscimo da sintese de prostaglandinas
inflamatdrias e aumento da concentracdo de AAR, com efeitos a nivel do aumento da
producdo de ceramida a partir de esfingomielina, dando-se a promocao de apoptose (Elwood
et al. 2009). Outra capacidade do AAS a nivel da inibicdo das COX é a alteragdo do normal
funcionamento das plaquetas, que em individuos com cancro tem o potencial de diminuir a
ativacdo das mesmas, afetando a progressdo das neoplasias e possivel metastizacdo (Husain et
al. 2002).

A COX-2 é também conhecida por ser uma enzima que esta sobre-expressa em varios
tipos de cancro, como o colorretal e o esofdgico, tendo influéncia em relacdo a concentracao
da prostaglandina E2 (PGE; do inglés prostaglandin E2). A sua acumulagdo excessiva favorece a
angiogénese e a migragao celular, bem como promove a resisténcia a morte celular tumoral
por apoptose estando, por isso, associada a um mau prognéstico clinico. Varios estudos
referem que a inibicdo da COX-2 pelo acido acetilsalicilico, leva a aumento da sobrevivéncia a
longo prazo dos doentes com neoplasias quando esta se encontra sobre-expressa (Sobolewski
et al. 2010).

Para além da interacdo evidente entre o AAS e os seus metabolitos, a nivel das COX, a
contribuicdo noutras vias ndo pode ser descartada. Estudos in vivo e in vitro demostraram a
inibicdo da quinase kB, uma das subunidades constituintes do fator nuclear NF-kB (do inglés
nuclear transcription factor kappa B) que, por sua vez, esta envolvido na resposta inflamatoria
e promocdo da angiogénese através de regulacdo transcricional. A inibicdo da subunidade nao
origina a ativacdo do fator, havendo a promocdo de efeitos anticancerigenos (Dikshit et al.
2006). Em contradicdo com estas evidéncias existem outros estudos, onde a media¢do da
morte celular por apoptose pela aspirina esta dependente da ativacdo do fator nuclear NF-xB.
Um exemplo é o estudo de Stark et al. em modelos animais com xenotransplantes de cancro
colorretal humano, onde a ativacdo da via de sinalizagdo pelo AAS se traduz num incremento
da morte por apoptose. Com tal resultado fica em aberto a possibilidade de existirem
multiplas vias de ativagdo de morte celular, tendo em conta diferentes tipos de células e
ambientes tumorais distintos (Stark et al. 2007).

Outra via de ativacdo em que o AAS intervém, é a via das quinases reguladas por
sinalizagdo extracelular, via essa que esta envolvida em inimeros processos celulares, como a
proliferacdo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia. A interferéncia na sinalizacdo desta via pelo
AAS, tem como resultado efeitos antiproliferativos e antiangiogénicos a nivel neopldsico
(Bruno et al. 2012).

O AAS também possui efeitos a nivel mitocondrial, levando a um aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial, resultando na libertagao de citocromo c, que leva
a ativagdo de vias apoptodticas dependentes de caspases (Zimmermann et al. 2000).
Adicionalmente, o AAS possui um mecanismo alternativo a nivel mitocondrial, relativo a
inibicdo da captacdo de calcio por parte das mitocondrias, sendo que o calcio livre ird
promover a morte celular e efeitos antiproliferativos (Nufiez et al. 2006).

Um efeito inibitdrio da enzima 6-fosfofruto-1-cinase por parte do AAS é descrito por Spitz
et al.,, com a atuacdo do composto nos processos glicoliticos, altamente ativos durante a
carcinogénese, com um decréscimo no consumo de glicose e inibicdo da proliferagao celular
(Spitz et al. 2009).

57



Em termos de ciclo celular, também se verifica um efeito regulatdrio a nivel das ciclinas A
e D1 e de outros fatores, por parte do AAS, havendo paragem do mesmo na fase Go/G: (Law et
al. 2000; Thoms et al. 2007).

2.3 PDT em combinagdo com Acido Acetilsalicilico

Uma das principais limitacdes da PDT reside no fato desta modalidade terapéutica poder
levar indiretamente a sobre-expressdo de fatores angiogénicos e inflamatérios, no
microambiente tumoral, devido a hipoxia local, causada por um rdpido consumo das reservas
de oxigénio ou por danos a nivel vascular (Solban et al. 2006; Sobolewski et al. 2010). Tendo
esta hipotese por base, diversos estudos demonstram uma sobre-expressao de COX-2, de HIF-
la e de VEGF, apds a PDT. Outros fatores pré-angiogénicos e pro-inflamatdrios também se
encontram sobre-expressos apds a PDT, pelo que quando avaliamos as vias de sinalizacdo
envolvidas nestes processos, verificamos que as COX tém um papel fundamental na regulacdo
carcinogénica. Posto isto, para se aumentar a possibilidade de obter uma resposta completa e
eficiente apés a PDT, o uso de inibidores das COX poderad ser uma potencial abordagem
terapéutica (Ferrario et al. 2002; Mitra et al. 2006; Solban et al. 2006; Sobolewski et al. 2010).

No seguimento desta abordagem, foram efetuados também alguns estudos in vitro e in
vivo, principalmente a nivel da utilizacdo de inibidores especificos da COX-2, havendo no geral
resultados mais favordveis na combinacdo entre PDT e inibidores da COX-2, com a promocao
de morte celular e diminuicdo do crescimento tumoral (Ferrario et al. 2002; Makowski et al.
2003; Luna et al. 2008).

No caso do AAS, a combinacdo com a PDT tem também potencial para aumentar a
eficacia global em relagdo a terapéutica isolada. Um estudo realizado por Chiavello et al.
revelou resultados promissores in vitro a nivel do cancro do pulmdo, um tipo de cancro que
também apresenta elevada expressdao de COX-2 (Chiavello et al. 2010). Contudo, todos os
mecanismos relativos a morte celular causada por esta combina¢do ainda sdo pouco
conhecidos. A nivel da concentracdo a usar existe também um parco conhecimento para se
obter um melhor efeito terapéutico dentro dos limites permitidos pelo organismo. Finalmente
verifica-se a falta de modelos in vivo para se comprovar todos os resultados existentes até a
data, pelo que é necessario perceber se esta combinagdo pode futuramente ser aplicado a
pratica clinica.
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3.0bjetivos e contextualizagcdo experimental

A terapia fotodindmica tem-se afirmado como uma opcao terapéutica em oncologia e por
isso é necessario clarificar todos os seus mecanismos de acao e otimizar os seus protocolos de
dosimetria, de modo a implementar a sua utilizagdo na pratica clinica.

O AAS demonstra também um potencial anti-tumoral que é refletido pelo grande nidmero
de ensaios clinicos muitos dos quais ainda em curso, com a finalidade de avaliar os
mecanismos de prevencao e de tratamento oncolégico.

O principal objetivo deste trabalho foi a avaliagdo do possivel efeito sinérgico entre a PDT
e o AAS, com base no fotossensibilizador 5,15-bis(2-bromo-3-hidroxifenil)clorina (BBr2HPC),
cuja estrutura se encontra na Figura 19, bem como a avaliagdo dos mecanismos de acao
envolvidos.

Na realizacdo deste estudo experimental pretendeu-se avaliar o efeito combinado da PDT
e do AAS, in vitro, nas linhas celulares WiDr (linha celular de adenocarcinoma colorretal) e
OE19 (linha de adenocarcinoma do esdfago), no que se refere a atividade metabdlica e a
viabilidade celular. Posteriormente, de modo a se obter uma compreensdo alargada dos
mecanismos envolvidos na combinacdo, foi objetivo avaliar os tipos de morte celular, as
alteracbes em termos de ciclo celular, os mecanismos de defesa redox e a producdo
intracelular de ROS.

Finalmente, de modo a estudar o potencial in vivo desta combinacdo numa fase pré-
clinica, procedeu-se a realizacdo de xenotransplantes de células tumorais WiDr em ratinhos
Balb/c nu/nu.

Br OH

HO Br

Figura 19. Estrutura quimica do BBr2HPC. Estrutura adaptada de Teixo, 2013 e desenhada com recurso
ao programa ChemDraw® 12.0
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4.Materiais e Métodos (/N VITRO)

4.1 Culturas celulares

As culturas celulares tém como propdsito a propagacao de células dispersas para a sua
posterior utilizacdo em estudos in vitro, sendo que a sua manutencao exige cuidados especiais
a nivel da assepsia e da esterilidade, de modo a garantir-se a viabilidade das mesmas (Braga,
2012). Para a realizagdo dos estudos in vitro foram utilizadas duas linhas celulares humanas, a
linha celular WiDr e a linha celular OE19.

A propagacdo das culturas celulares aderentes teve em conta as especificacées dos seus
respetivos fornecedores, a ATCC (do inglés American Type Culture Collection) para a linha WiDr
e a ECACC (do inglés European Collection of Cell Cultures) para a linha OE19, sendo estas
mantidas a 37°C numa atmosfera com humidade relativa a 95% e 5% de CO, numa incubadora
Heracell 150.

A propagacdo da linha celular WiDr efetuou-se em meio de cultura DMEM (do inglés
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma D-5648), enquanto a linha celular OE19 foi
propagada em meio de cultura RPMI (do inglés Roswell Park Memorial Institute Medium)
(Sigma R6504), com ambos os meios de cultura a serem suplementados com soro bovino fetal
a 10%, (FBS; Sigma F7524), 1% de antibidtico (100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL
estreptomicina; Sigma A5955) e piruvato de sédio (DMEM: 250uM,RPMI: 1mM; Gibco 11360).

Uma vez que estas linhas celulares foram mantidas em cultura aderente foi necessario
destacar as células dos frascos para a preparagdao de suspensdes celulares, de modo a ser
possivel a realizagdo dos estudos in vitro. Para tal, aspiraram-se os meios de cultura dos frascos
e fez-se uma lavagem das culturas celulares com solugdo salina de tampdo fosfato (PBS),
constituido por 137 mM de NaCl (Sigma, $7653), 2,7 mM de KCI (Sigma, P9333), 10 mM de
Na;HPO, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO, (Sigma, P0662), com pH de 7,4, incubando-as de
seguida com uma solugdo de tripsina-EDTA a 0,25% (Sigma T4049) até estas se destacarem dos
frascos. De seguida adicionou-se o dobro do volume de tripsina em meio de cultura, de modo
a inativa-la.

Para a contagem do numero de células existentes nos frascos, diluiu-se um volume 20 pL
de suspensdo celular num volume igual de azul de tripano e fez-se a contagem num
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS 100) com ampliacdo de 10 vezes com, recurso a um
hemocitédmetro.

De modo a obter-se a concentracdo celular desejada para cada estudo, adicionou-se o
volume necessario de meio de cultura as suspensdes celulares obtidas anteriormente.

4.2 Solugdes de Acido Acetilsalicilico e Fotossensibilizador

Uma solugdo stock na concentragdao de 1 M de AAS foi preparada dissolvendo acido
acetilsalicilico (Sigma A6810) em tampao Tris-HCl na concentragdo de 1M com pH ajustado a
7,5 pela adicdo de NaOH na concentracdao de 10 M e posterior acerto de pH para 7.4. As
concentragdes de AAS a utilizar foram obtidas através desta solugdo inicial, de acordo com
protocolos realizados anteriormente (Xiang et al. 2008; Raza & John, 2012).
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As solucdes do fotossensibilizador, previamente sintetizado pelo nosso grupo de
investigacdo, foram preparadas através de uma solugdo stock a 1,53 mM de BBr2HPC diluida
para as concentracdes pretendidas com um solvente composto por uma mistura ternaria de
agua, polietilenoglicolso (PEGao) € etanol (50:30:20, v/v/v).

4.3 Terapia combinada

Para a realizacdo dos estudos foram semeadas células em placas de cultura de 24 e de 48
pocos ou ainda em frascos de cultura de 25 cm?® e de 75 cm? consoante o tipo de ensaios, que
foram distribuidos pelas condi¢Bes: controlo, solvente (veiculo de administracdo dos
compostos), AAS nas concentragées de 2,5 mM ou de 10 mM e PS em concentra¢des entre 5
nM e 500 nM associado a AAS. A administracdo da terapia combinada fez-se adicionando em
primeiro lugar o PS e, apds irradiagdo, o AAS.

As placas ou os frascos com as culturas celulares, nas condi¢Ges acima descritas, foram
irradiadas com um fluxo de 7,5 mW/cm? até se atingir os 10 J. A irradiac3o para o tratamento
fotodinamico foi realizada recorrendo a uma fonte de luz fluorescente equipada com um filtro
vermelho (At o<560nm), sendo que as taxas de fluéncia da luz foram medidas com um
radiometro (Gigahertz-Optic, X97).

Todos os estudos realizados in vitro foram avaliados as 24 h, segundo os diversos
métodos abaixo descritos.

4.4 Estudos de citotoxidade

4.4.1 Avaliagdo da atividade metabdlica por ensaio de redugdo de MTT

De modo a avaliar-se a atividade metabdlica das culturas celulares utilizou-se o ensaio de
MTT (do inglés 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2) 2,5-diphenyltetrazolium bromide). O principio deste
ensaio consiste no facto de as células metabolicamente ativas, internalizarem o MTT por
endocitose, tendo a capacidade de o reduzir com formacdo de cristais de formazano (Berridge
et al. 2005; Meerloo et al. 2011). A produgdo do formazano ocorre principalmente na
mitocéndria devido a a¢do do complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial (Berridge et al.
2005; Meerloo et al. 2011). Os anéis de tetrazdlio do MTT sao clivados pelas desidrogenases
provenientes deste complexo ocorrendo a formagao dos cristais de formazano que podem ser
solubilizados e quantificados por espectrofotometria (Berridge et al. 2005; Meerloo et al.
2011).

Como a quantidade de cristais formados é proporcional a quantidade de células que
possuem atividade mitocondrial, este ensaio é considerado um método indireto na
determinacdo da proliferacdo celular (Berridge et al. 2005; Sylvester, 2011).

Para a realizacdo deste ensaio, prepararam-se placas de 48 pogos, contendo 80.000
células/mL, que foram incubadas com os compostos em estudo conforme previamente
descrito.

Apds estes passos, removeu-se o meio de cultura das placas onde as células sdo
cultivadas e procedeu-se a lavagem dos pogos com PBS. De seguida adicionam-se 100 uL de
uma solucdo de MTT em PBS com pH de 7,4 (0,5 mg/uL; Sigma M2128) a cada poco das placas
e incubaram-se as placas no escuro a 37°C durante cerca de 2 horas. Apds a incubacgao, de
modo a solubilizar-se os cristais de formazano adicionaram-se aos pocos 100 uL de uma
solucdo de 0,04 M de acido cloridrico em isopropanol e deixaram-se as placas em agitacdo. O
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conteldo de cada poco foi homogeneizado e transferido para placas de 96 pogos e a
absorvancia foi quantificada com o comprimento de onda de 570 nm com um filtro de
referéncia de 620 nm, usando o espetrofotémetro ELISA (Biotek® Synergy HT).

A citotoxicidade foi expressa como a percentagem da inibicdo nas culturas celulares
tratadas em relagdo as culturas controlo.

4.4.2 Avaliacdo da viabilidade celular por ensaio de SRB

O ensaio de SRB é baseado na ligacdo do corante anidnico sulforrodamina b (do inglés
sulforhodamine B) a aminodcidos bdasicos de proteinas celulares, havendo a formacdo de
complexos, que por um método de avaliagdo colorimétrica permitem uma estimativa da massa
total de proteina, que é diretamente proporcional ao nimero de células presentes (Papazisis
et al. 1997; Vichai & Kirtikara, 2006). Este ensaio tem sido muito utilizado in vitro para a
determinacdo do conteudo proteico intracelular tanto de culturas de células aderentes como
de células em suspensdo. As vantagens deste ensaio comparativamente a outros incluem
melhor linearidade e sensibilidade e um baixo custo (Papazisis et al. 1997; Pauwels et al.
2003).

Para a realizacdo deste ensaio prepararam-se placas de cultura de 24 pocos, contendo
250.000 células/mL, que foram tratadas com os compostos conforme descrito previamente.
Posteriormente os pocos foram lavados com PBS a 4°C apds o que se adicionaram 200 L de
acido acético em metanol, com a finalidade de fixar as células na placa. Passado uma hora
adicionaram-se 200 plL de uma solugdo de SRB a 0,4% (Sigma S9012) e deixaram-se as placas a
incubar no escuro durante cerca de duas horas. Apds a incubacdo com o reagente lavaram-se
as placas com dgua de uma forma cuidadosa, para ndo se destacarem os complexos formados,
e de seguida adicionam-se 200 pL de Tris-NaOH com pH de 10,5 para dissolver os complexos.

Finalmente agitaram-se as placas e homogeneizou-se o seu conteudo, para ser
transferido para uma placa de 96 pocos, onde a absorvancia foi quantificada com o
comprimento de onda de 540 nm com um filtro de referéncia de 690 nm, usando o
espetrofotdmetro ELISA (Biotek® Synergy HT).

4.5 Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo permite a contagem e a classificagdo de células e/ou de
outras particulas bioldgicas suspensas em meio liquido. Tendo isto em conta é possivel analisar
simultaneamente multiplas caracteristicas fisico-quimicas de células através de um aparelho
de detecdo optoelectrénico (Davey et al. 1996; Lo et al. 2008).

O aparelho emite um feixe de luz de um comprimento de onda especifico que é
direcionado para um meio liquido em fluxo, onde varios detetores sdao apontados ao local
onde o fluxo com a suspensdo celular é atravessado pelo feixe de luz. O detetor que se
encontra na linha do feixe de luz é o FCS (do inglés forward scatter), os detetores que se
encontram perpendiculares a este sdo SSC (do inglés side scatter), além dos detetores
fluorescentes (Lo et al. 2008).

As particulas que passam através do feixe dispersam a luz de uma forma especifica
consoante as suas caracteristicas fisico-quimicas, e os corantes quimicos intrinsecos ou ligados
a elas podem ser excitados, emitindo uma luz de menor frequéncia do que a fonte de luz. A
combinacdo de luz dispersa e fluorescente é filtrada pelos detetores, sendo a flutuacdao de
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brilho entre cada detetor que possibilita a obtencdo das informagdes relativas a estrutura
fisico-quimica de cada particula sob andlise de uma forma individualizada (Davey et al. 1996).

O parametro FSC estabelece uma correlagdo com o volume das particulas, enquanto o
parametro SSC estad dependente da complexidade interna das particulas, permitindo-nos obter
informacgdes sobre o formato nuclear, a quantidade e o tipo de granulos citoplasmaticos e a
rugosidade membranar (Davey et al. 1996).

4.6 Vias de morte celular

4.6.1 Avaliagao da morte celular

A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo com recurso a dupla marcacdo com
anexina V e o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (AnV-FITC, do inglés AnnexinV-
fluorescein isothiocyanate) e iodeto de propideo (Pl, do inglés Propidium iodide). Esta técnica,
para além de fazer a distincdo entre células vidveis e mortas, consegue distinguir qual o
mecanismo envolvido na morte celular, apoptose e a necrose.

O fundamento da técnica tem em conta o facto de, quando na presenca de fendmenos
apoptéticos, ocorrer uma redistribuicdo dos fosfolipidos da bicamada lipidica que constitui a
membrana celular (Vermes et al. 2000). Posto isto, a morte por apoptose caracteriza-se pela
translocacdo da fosfatidilserina, um fosfolipido que possui carga negativa, do folheto interno
da membrana celular para o folheto externo da mesma.

Como a AnV possui uma elevada afinidade por fosfolipidos com carga negativa, liga-se a
fosfatidilserina o que permite, quando conjugada com FITC, a determinacdo da localizacdo da
fosfatidilserina na membrana celular e, consequentemente, a identificacdo de células em fase
apoptoética inicial.

Quanto ao PI, é um composto com capacidade de se intercalar na dupla cadeia de DNA,
pelo que quando a célula perde a integridade membranar por fendmenos necréticos, ocorre a
internalizacdo do composto, ligando-se este ao DNA e emitindo fluorescéncia. No entanto, tem
de se ter em conta que a perda de integridade membrana também ocorre na fase mais tardia
da apoptose, havendo a internalizagdo de PI pelas células.

Tendo em conta esta dupla marcagdo, as células sdo classificadas como vivas se
apresentarem uma marcacao negativa para AnV-FITC e para o Pl; em apoptose inicial se
apresentarem uma marcagao positiva para AnV-FITC e negativa para o Pl; em apoptose tardia
se apresentarem uma marcagao positiva para AnV-FITC e para o Pl e, finalmente, em necrose
se apresentarem uma marcacdo negativa para AnV-FITC e positiva para o Pl (Vermes et al.
2000; Haywood-Small et al. 2006).

Para a realizacdo deste estudo utilizaram-se frascos, contendo 10° células que foram
incubadas com os compostos conforme descrito. Apds o devido tempo de incubagdo
procedeu-se a remog¢ao dos meios de cultura dos frascos e tripsinizou-se o seu conteldo, que
foi submetido a centrifugagcdo a 2500 rpm durante 5 min. De seguida o pellet obtido foi
suspenso em 1 mL de PBS seguindo-se nova centrifugacdo com as mesmas condicdes.

O pellet resultante foi incubado com 100 uL de tamp3o de ligagdo (constituido por 0,01 M
de Hepes [Sigma, H7523], 0,14 M de NaCl [Sigma, S7653] e 0,25 mM de CaCl, [Sigma, C4901]),
2,5 puL de AnV-FITC (Immunostep ANXVFKIT Immunotech) e 1 pL de Pl (KIT Immunotech),
durante 15 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Apds a incubagdo procedeu-se a
adicdo de 400 pL de PBS e fez-se a analise no citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences).
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Para a andlise e quantificacdo da informacéao utilizou-se software especifico (Paint-a-Gate
3.02, Machintosh Software) que corre em computador dedicado. Os resultados foram
apresentados sob a forma de percentagem de células vivas, em apoptose, em apoptose
tardia/necrose e em necrose.

4.6.2 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

Para a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial recorreu-se a uma sonda
fluorescente, o Jc-1 (do inglés 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide), que se tornou muito utilizada para este fim,
devido a capacidade deste catido lipofilico formar agregados facilmente distinguiveis
espectralmente de mondmeros, consoante o estado energético da membrana mitocondrial,
havendo a emissdao de fluorescéncia com diferentes comprimentos de onda (Rana et al. 2011;
Perelman et al. 2012).

Na presenca de um potencial de membrana elevado, verifica-se a formag¢do de agregados
gue emitem fluorescéncia vermelha (590 nm), mas se houver diminui¢cdo desse potencial e/ou
despolarizacdo da membrana, a sonda JC-1 é excluida da mitocondria mantendo-se no
citoplasma sob a forma de mondmeros que emitem fluorescéncia verde (529 nm). A razdo
entre a fluorescéncia vermelha e verde permite obter uma estimativa sobre o potencial de
membrana mitocondrial (Rana et al. 2011; Perelman et al. 2012).

Para a realizacdo deste estudo utilizaram-se frascos de 75 cm?3, contendo 10° células cada
um, submetidos ao tratamento conforme descrito. Procedeu-se a remoc¢do dos meios de
cultura dos frascos e tripsinizou-se o seu conteudo, que foi submetido a centrifugacdo a 2500
rpm durante 5 min. De seguida o pellet obtido foi suspenso em 1 mL de PBS, com adicdo de 1
ulL de JC-1 (Sigma T4069), preparado em DMSO na concentragdo de 5 mg/mL e posteriormente
diluido, para a obtenc¢do de uma concentragdo final 5 pg/mL. As suspensdes celulares foram
incubadas durante 15 minutos a 37°C e ao abrigo da luz.

De seguida, centrifugaram-se as suspensées celulares com 2 mL de PBS a 2500 rpm
durante 5 min, com a posterior suspensao em 400 uL de PBS.

A detecdo foi efetuada no citémetro FACSCalibur (BD Biosciences) com o comprimento de
onda de excitagao de 488 nm. Os resultados obtidos correspondem a média de intensidade de
fluorescéncia para os agregados e para os monémeros, tendo-se calculado posteriormente a
razdo monomeros/agregados para cada condicdo experimental.

4.6.3 Detecdo da proteina 53 por western blot

Existem diversas proteinas, como por exemplo a P53, que estdo relacionadas com a
manutenc¢do da integridade gendmica, podendo ter influéncia na progressdo do ciclo celular
ou induzir apoptose quando ocorrem erros durante as diversas fases da divisdo celular.

Normalmente, este tipo de proteinas em células tumorais encontra-se numa forma
alterada ou inexistente, funcionando assim como marcadores tumorais.

Para a determinagdo da expressdo de proteinas, habitualmente recorre-se a técnica de
western blot, que permite a dete¢do de proteinas especificas numa determinada amostra de
homogeneizado de tecido ou de extrato celular.

A técnica de western blot possui a capacidade de separar proteinas de uma determinada
amostra através de uma eletroforese em gel, cuja separacdo é feita tendo em conta o ponto
isoelétrico das proteinas, o peso molecular, a carga elétrica ou uma combinacdo destas
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caracteristicas. Apds a migracdo e consequente separagdo das proteinas, faz-se a transferéncia
das mesmas para uma membrana de nitrocelulose ou de difluoreto de polivinildeno, onde sdao
analisadas e detetadas por anticorpos especificos.

Em primeiro lugar efetua-se a incubagdo com o anticorpo primario e, de seguida, com o
anticorpo secundario responsavel pela identificacdo. Para a realizacdo deste estudo utilizaram-
se frascos de 75 cm?, contendo 2x10° células, tratados conforme descrito. Descartou-se o meio
de cultura dos frascos e procedeu-se a sua lavagem com PBS.

Adicionou-se tampdo RIPA suplementado com um cocktail de inibidores de proteases
(cOmplete Mini, Roche) e 1 mM de DTT e, com o auxilio de um raspador, soltaram-se as células
do frasco, sendo o conteudo colocado em microtubos. De seguida, as amostras foram
submetidas a sonicagdo com uma amplitude de 35% (Sonicador VibraCell, modelo VC50 Sonic
and Materials inc. USA), centrifugadas durante 15 minutos a 14000 G e os seus sobrenadantes
foram transferidos para novos microtubos, com a devida identificacdo. As amostras foram
mantidas a -80°C até posterior utilizagdo.

Para a determinacdo da quantidade da proteina usou-se o método de BCA (do inglés,
bicinchochonic acid, BCA™ protein assay kit, Pierce). Posteriormente as amostras foram,
solubilizacdo em solucdo desnaturante constituida por Tris na concentracdo de 100 mM,
glicina na concentracdo de 100 mM, SDS a 4 %, ureia na concentracdo de 8 mM e azul de
bromofenol a 0,01 % e aquecidas a 95°C durante 5 minutos.

Para a realizacdo da eletroforese polimerizaram-se géis de acrilamida que foram
colocados na tina de corrida com tampdo apropriado (Bio-Rad 161-0772) e procedeu-se a
disposicdo das amostras e do padrao de pesos moleculares (Precision PlusStandards, Dual
Color, Bio-Rad). Apds o término da eletroforese, onde se usou um potencial constante de 150
V, a eletrotransferéncia foi efetuada utilizando o sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer (Bio-
Rad), seguindo as indicacGes do fornecedor. Para a detecdo da proteina P53 utilizou-se o
anticorpo monoclonal anti-P53 (DO7) preparado em ratinho (sc-47698, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), com a dete¢do da P53 a pertencer a uma banda a cerca de 53 kDa.

Apds a incubagdo com o anticorpo primario, efetuaram-se lavagens com TBS-T a 1%, com
a posterior incubagdo com o anticorpo secundario apropriado (anti-mouse: RPN5781 GE
Healthcare; anti-rabbit: sc-2007 Santa Cruz Biotechbology, Inc.), sob agitacdo constante e a
temperatura ambiente durante cercade 1 h.

No final da incuba¢do as lavagens foram repetidas e as membranas foram depois
incubadas com substrato enzimdatico (ECF Western Blotting Reagent Pack, Amersham
Biosciences, Reino Unido) durante aproximadamente 5 minutos e reveladas por leitor de
fluorescéncia (Typhoon FLA 9000, Suécia).

4.7 Avaliagao do ciclo celular

Para a avaliagao do ciclo celular por citometria de fluxo utilizou-se o composto PI. Esta
técnica baseia-se no facto de as células, quando em apoptose, serem caracterizadas por
fragmentacdo de DNA e, consequentemente, pela perda de DNA nuclear. Como o Pl tem a
capacidade de se ligar ao DNA, permite a avaliagdo do conteldo celular de DNA. A quantidade
de corante ligado ird ser proporcional ao contetido de DNA.

Com isto, é possivel por citometria de fluxo conhecer a distribuicio de populagGes
celulares ao longo das diferentes fases do ciclo celular, podendo ser as células classificadas

70



como células em fase Go ou Gy, em fase S e em fase G, ou M (Linke et al. 1996; Riccardi et al.
2006).

Para a realizacdo deste estudo utilizaram-se frascos de 75 cm?, contendo 10° células cada
um, submetidos ao tratamento conforme descrito. Apds estes passos procedeu-se a remogao
dos meios de cultura dos frascos e tripsinizou-se o seu conteldo celular, que foi submetido a
centrifugacao a 2500 rpm durante 5 min. De seguida o pellet obtido foi suspenso em 1 mL de
PBS com nova centrifugacdo nas mesmas condicdes. Ao pellet resultante, adicionaram-se
200 pL de etanol a 70% com os tubos em agitacdo no vértex, sendo estes incubados durante
30 minutos a 4°C. Apds este passo, centrifugaram-se as suspensdes celulares com 2 mL de PBS
a 2500 rpm durante 5 min. Descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 500 uL de uma
solugdo de PI/RNase (Immunostep PI/RNase) com incubacdo durante 15 minutos no escuro a
37°C. A detecdo foi efetuada no citometro FACSCalibur (BD Biosciences) com o comprimento
de onda de excitacdo de 488 nm.

4.8 Stresse oxidativo

4.8.1 Avaliagao da produgao intracelular de perdxidos

A avaliagdo da produgdo intracelular de peréxidos foi realizada com o composto DCFH»-
DA (do inglés, 2',7'-Dichlorofluorescein diacetate), que é uma sonda nao fluorescente e
lipossoluvel, que possui a capacidade de penetrar a membrana celular. Apds a internalizacdo,
acumula-se no citosol, onde ocorre a sua desacetilacdo por esterases, formando-se o produto
2’-7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH). O DCFH é um produto intermedidrio ndo fluorescente,
que é oxidado na presenca de perdxidos com formacdo de 2’-7’-diclorofluoresceina (DCF), um
composto que emite fluorescéncia no comprimento de onda de 522 nm quando excitado
previamente com uma luz com comprimento de onda de 498 nm.

A fluorescéncia do DCF é proporcional a concentragdo de perdxidos intracelulares como,
por exemplo, o peréxido de hidrogénio (Dikalov et al. 2007; Eruslanov et al. 2010).

Para a realizacdo deste estudo utilizaram-se frascos de 75 cm?3, contendo 10° células cada
um, que foram submetidos ao tratamento conforme descrito. Posteriormente procedeu-se a
remogao dos meios de cultura dos frascos e tripsinizou-se o seu conteldo celular, que foi
submetido a centrifugacdo a 2500 rpm durante 5 min. De seguida o pellet foi suspenso num
1mL de PBS e incubado durante 45 minutos, com auséncia de luz a 37°C com 5 uM de DCFH.-
DA (Molecular probes, Invitrogen). De seguida, centrifugaram-se as suspensées celulares com
2mL de PBS para efeitos de lavagem a 2500 rpm durante 5 min, com a posterior ressuspensao
em 400pL de PBS.

A detecdo efetuou-se no citometro FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando-se o
comprimento de onda de excitacdo de 620 nm. Os resultados foram obtidos sobre a forma de
média de intensidade de fluorescéncia e foram apresentados em relagdo as culturas celulares
controlo, as quais se atribuiu o valor 1.

4.8.2 Avaliagdo da producdo intracelular de anido superdxido

A avaliacdo da produgdo intracelular de radical superdxido foi realizada com recurso a
sonda DHE (do inglés, Dihydroethidium), composto lipofilico com a capacidade de atravessar
facilmente a membrana celular para o espaco intracelular, onde ocorre a sua conversao a
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etideo pelo radical superdxido. O etideo é um composto fluorescente de cor vermelha, que
possui a capacidade de se intercalar no DNA, ficando retido no interior da célula.

Esta reacdo ndo é totalmente especifica, havendo uma oxidacdo minima pelo peréxido de
hidrogénio, perdxido de nitrito ou pelo acido hipocloroso (Dikalov et al. 2007).

Para a realizacdo deste estudo utilizaram-se frascos de 75 cm?, tratados conforme
descrito. Procedeu-se a remocdo dos meios de cultura dos frascos e tripsinizou-se o seu
conteudo celular, que foi submetido a centrifugacdo a 2500 rpm durante 5 min. De seguida o
pellet obtido foi suspenso em 1 mL de PBS com adicdo de 5 uL de DHE (Sigma Aldrich, D7008),
com obtencdo de uma concentracao final de 5 uM. As células foram incubadas durante 15
minutos a 37°C. Apds este passo, centrifugaram-se as suspensdées celulares com 2 mL de PBS a
2500 rpm durante 5 min, com a posterior ressuspensao em 400 puL de PBS. A detecdo foi feita
no citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences) com o comprimento de onda de excita¢cdo de 620
nm. Os resultados foram obtidos sobre a forma de média de intensidade de fluorescéncia e
foram apresentados em relagdo as culturas celulares controlo, as quais se atribuiu o valor 1.

4.8.3 Avaliacdo da inibicdo de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio tém um papel fundamental na ocorréncia de uma reacao
fotodinamica, podendo ser um fator promotor ou limitante de um bom resultado terapéutico.
Como o oxigénio singleto e o radical hidroxilo sdo duas das mais importantes espécies reativas
de oxigénio na PDT, foram utilizados quenchers especificos destas espécies reativas para
avaliar os efeitos da sua inibicdo em termos da atividade metabdlica. Para a inibicdo do
oxigénio singleto utilizou-se azida de sddio, enquanto para a inibicdo do radical hidroxilo
utilizou-se D-manitol.

Para a realizagdo deste ensaio, adaptou-se um protocolo experimental de Obata et al.
(Obata et al. 2009), pelo que se prepararam placas de 48 pogos, contendo 80.000 células/mL.
Neste caso adicionou-se o PS nas concentra¢des de 5 nM, 50 nM,200 nM e 500 nM e antes da
irradiagdo, o meio de cultura foi substituido por meio de cultura contendo 5 mM de azida de
sédio (Sigma 71290) ou 40 mM de D-manitol (Sigma M4125). As placas foram irradiadas e
incubadas durante 2h. Posteriormente substituiu-se o meio de cultura com adicdo de AAS na
concentragado de 2,5 mM. A avalia¢do foi realizada nas condi¢des acima descritas pelo ensaio
de MTT.

4.9 Defesas antioxidantes

4.9.1. Avaliagdo da producao intracelular de glutatido reduzido

Para a avaliagdo da producgdo intracelular de glutatido reduzido (GSH), uma defesa
antioxidante ndo enzimatica, utilizou-se a citometria de fluxo com recurso a um composto
fluorescente denominado alaranjado de mercurio. Este composto tem a capacidade de reagir
rapidamente com o GSH, formando um produto reacional que emite uma fluorescéncia
intensa de cor vermelha, quando é excitado com um laser de drgon com comprimento de onda
de 488 nm (Hedley & Chow, 1994).

Para a realizacdo deste estudo utilizaram-se frascos de 75 cm?3, tratados conforme
descrito. Procedeu-se a remogao dos meios de cultura dos frascos e tripsinizou-se o seu
conteudo celular, que foi submetido a centrifuga¢do a 2500 rpm durante 5 min. De seguida o
pellet obtido foi suspenso num 1 mL de PBS e adicionaram-se 4 plL de alaranjado de mercurio
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na concentracdo de 10 mM (Sigma M7750). As suspensdes celulares foram incubadas no
escuro durante 15 minutos a 37°C. Apds este passo, centrifugaram-se as suspensdes celulares
com 2 mL de PBS a 2500 rpm durante 5 min, com a posterior ressuspensao em 400 uL de PBS.
A detecdo fez-se no citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences) utilizando o comprimento de onda
de excitacdo de 620 nm. Os resultados foram obtidos sobre a forma de média de intensidade
de fluorescéncia e foram apresentados em relacdo as culturas celulares controlo, as quais se
atribuiu o valor 1.

4.9.2 Avaliagdo da atividade da enzima superdxido dismutase

A enzima superdxido dismutase (SOD) é uma defesa antioxidante presente no organismo,
que é responsdvel pela catalisacdo da dismutacdo do O,™* em H,0, e O,. Para a avaliagdo da
atividade desta enzima foi utilizado o SOD Assay Kit-WST (Sigma, 19160,Switzerland). Para a
realizacdo deste estudo utilizaram-se frascos de 75 cm?, tratados conforme descrito.

Apds 24h, descartou-se o meio de cultura dos frascos e procedeu-se a sua lavagem com
PBS. Adicionou-se tampao RIPA (tampdo de radioimunoprecipitagdo) e, com o auxilio de um
raspador, soltaram-se as células do frasco, sendo o conteldo colocado em microtubos. De
seguida, as amostras foram submetidas a sonicagdo com uma amplitude de 35% (Sonicador
VibraCell, modelo VC50 Sonic and Materials inc. USA) e centrifugadas durante 15 minutos a
14000 G. Os sobrenadantes transferiram-se para novos microtubos, com a devida identificacao
e guardados a -80°C. Para a determinacdo da quantidade da proteina usou-se o método de
BCA (bicinchochonic acid, BCA™ protein assay kit, Pierce) e para a determinac¢do da SOD foi
utilizado o kit referido de acordo com as instrucdes do fabricante. Os resultados foram
apresentados como a razdo entre a atividade da SOD e a concentragdo de proteina total.

4.10 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® versao 20. A
avaliacdo da normalidade da distribuicdo das varidveis quantitativas foi feita de acordo com o
teste de Shapiro-Wilk.

A comparagao da atividade metabdlica e conteudo proteico das culturas celulares
submetidas a tratamento foi realizada com o teste t-student para uma amostra, nas condi¢coes
com distribuicdo normal e homogeneidade das variancias e o teste de Mann Whitney caso tal
nao se verificasse, tendo sido comparado o valor amostral de cada grupo com o valor de
normalizagao de 100%

Nos casos da viabilidade celular, potencial de membrana mitocondrial e ciclo celular, a
comparacdo entre condi¢des foi realizada com o teste ANOVA de um fator nos casos em que
se verificou distribuicdo normal e homogeneidade das variancias e o teste de Kruskal-Wallis no
caso contrdrio. Seguidamente foram realizadas comparag¢ées multiplas entre os pares de
grupos experimentais.

Os valores das condi¢bes experimentais obtidos nos estudos de avaliacao da expressao da
P53 por western blot, andlise da concentragdo intracelular de anido superéxido e de perdxidos
e na andlise da superdxido dismutase e do glutatido reduzido as comparagdes foram realizadas
com o teste t-student para uma média e utilizado o valor de normalizagdo 1.
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Todas as comparag¢des multiplas foram corrigidas segundo o método de Bonferroni e foi
considerado um valor de significancia de 5 % para todas as comparacgdes.

5.Materiais e Métodos (/N VIVO)

5.1 Desenvolvimento de xenotransplantes

Como nos estudos in vitro, os resultados obtidos podem ser diferentes em relacdo a um
organismo vivo, tendo em conta as condi¢cdes de ambiente controlado que sdo utilizadas, os
estudos in vivo sdao extremamente importantes para se aferir sobre o real potencial de uma
determinada terapéutica. Ao nivel oncolégico, sabendo de antemao que, sendo um tumor uma
entidade pluricelular com uma elevada complexidade, o desenvolvimento de um modelo
animal é essencial para se perceber se a PDT combinada com acido acetilsalicilico tera eficcia.

Para o efeito, foram utilizados ratinhos Balb/c nu/nu, adquiridos aos Laboratérios
Internacionais Charles River, Inc (Espanha) com 6 semanas de idade, sendo estes mantidos
numa sala climatericamente apropriada com ciclos de 12 horas de luz didrias, livre acesso a
racdo padrdo de laboratdrio para murinos nude e dgua devidamente filtrada. Todos os dias foi
assegurado o bem-estar de todos os animais em estudo, sendo utilizados 37 animais.

A estirpe de ratinhos Balb/c nu/nu foi a escolhida para este estudo, por ser deficitaria em
linfécitos T, uma vez que sdo animais atimicos, permitindo o desenvolvimento de
xenotransplantes com relativa facilidade. Os linfocitos T sdo a principal subpopulacdo
linfocitaria envolvida na resposta imunitaria inata, a sua auséncia permite que o organismo do
animal aceite células estranhas sem aparente rejeicao.

Para a realizacdo deste estudo foram inoculadas 107 células da linha celular WiDr,
também utilizada previamente nos estudos in vitro anteriormente mencionados. A inoculagdo
das células foi realizada subcutaneamente ao nivel da regido dorsal, uma vez que é uma boa
area para a expansao do xenotransplante, devido a uma boa vascularizagdo que satisfaz as
necessidades metabdlicas das células tumorais e também por ser uma zona de facil
monitorizacdo do desenvolvimento tumoral.

Apods a administracao das células os ratinhos foram monitorizados de modo a verificar o
volume tumoral de acordo com a seguinte expressao:

v L x §?
2

Com L a corresponder ao didmetro maior do tumor e S ao didmetro menor (Dagrosa et al., 2003).

5.2 Tratamentos com PDT e AAS in vivo

Quando os xenotransplantes atingiram um volume tumoral de cerca de 250mm?3, os
ratinhos foram distribuidos aleatoriamente por 4 grupos, cuja descricdo é referida de seguida.
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Para a realizacdao destes estudos os ratinhos foram divididos em 4 grupos experimentais,
constituidos por um grupo com tumores sem tratamento, um grupo com tumores com injegao
didria de 200mg/kg de AAS, um grupo com tumores com inje¢do de 0,5mg/kg de PS com
irradiacdo as 24h apds administracdo e um grupo com tumores com injecdo de 0,5mg/kg de PS
com irradiacdo as 24h apds administracdo mais injecdo didria de 200mg/kg de AAS. Todos os
estudos efetuados tiveram um periodo de duragao de 12 dias.

Aos ratinhos do grupo 2 foi administrada diariamente uma solucdo de 200mg/kg de acido
acetilsalicilico foi por via intraperitoneal, com base num protocolo experimental de Sclabas et
al. (Sclabas et al. 2005).

No caso do grupo 4 referente a combinagao de PDT e AAS, primeiro foi administrado por
via intraperitoneal o PS BBr2HPC numa concentragdo de 0,5mg/kg.

Passadas 24 horas da administracdo do PS a irradiacdo dos animais foi feita utilizando um
dispositivo de luz laser CeramOptec Ceralas PDT com uma poténcia de 0,13 watts durante
1500 segundos perfazendo um total de 180 joules. Apds a irradiacdo foi realizada a
administracdo de AAS.

Para a irradiacdo os animais foram submetidos a anestesia, sendo que para o efeito, os
animais foram pesados e anestesiados com inje¢do intraperitoneal de 2 uL/g de uma solugdo
qgue continha uma proporcdo de 3:1 de quetamina (50 mg/mL; Ketalar®, Parke-Davis, Pfizer
Laboratories Lda.) e clorpromazina (2,5 %, Largatil®, Rhone-Poulenc Rorer, Laboratérios
Vitéria).

A monitoriza¢do dos xenotransplantes foi efetuada de 2 em 2 dias durante 12 dias, sendo
que se avaliaram as dimensdes tumorais de modo a se calcular a variacdo de volume
relativamente as dimensdes iniciais, aquando do inicio do procedimento experimental,
segundo a seguinte férmula:

VTR—VX
v

0

Com VTR a representar o volume tumoral relativo, V, a representar o volume tumoral obtido em cada
dia de avaliacdo e V, a representar o volume tumoral obtido no inicio do procedimento experimental
sem qualquer tipo de tratamento.

Na andlise inferencial dos estudos in vivo foi utilizada a estimativa de Kaplan-Meier, para
avaliar o tempo necessario para ser atingido o volume tumoral relativo de 1,5 (Heitjan et al,
1993). Foram tracadas curvas de sobrevivéncia e determinadas sobrevivéncias medianas com
o respetivo intervalo de confianca a 95% (IC95). A comparacdo entre os grupos foi realizada
recorrendo ao teste log-rank, com corregao de Bonferroni para compara¢ées multiplas, sendo
considerada uma significancia de 5%.

5.3 Analise histopatoldgica

No final dos 12 dias de tratamento segundo os diferentes grupos experimentais os
animais foram occisados por deslocamento cervical e os respetivos tumores excisados para
anadlise histolégica em pelo menos 1 rato de cada grupo. As amostras foram fixadas em
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formalina tamponada a 10%, com posterior desidratagdo em concentragdes crescentes de
alcool, diafanizagdo em xilol e envolvimento em parafina. Ainda na preparagdo das amostras
para analise fez-se microtomia aleatdria e coloracdo com base na técnica de hematoxilina e
eosina (H&E) em laminas. A observacdo microscépica foi realizada num microscépio Nikon
ACT-1 equipado com camara digital Nikon DMXM120F e computador dedicado com o software
Nikon eclipse 80i.

O processamento das amostras e a observacdo microscopica das laminas coradas foi
realizado no Instituto de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra.
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6.Resultados (/N VITRO)

6.1 Citotoxicidade

Foram realizados estudos de citotoxicidade por forma a avaliar o potencial da
combinacao do fotossensibilizador BBr2HPC com o AAS, em termos da atividade metabdlica e
da viabilidade celular em duas linhas celulares tumorais humanas, a linha WiDr de
adenocarcinoma colorretal e a linha OE19 de adenocarcinoma esofagico.

A atividade metabdlica celular foi, de modo global, significativamente reduzida apés o
tratamento com a combinacdo de PDT com o AAS, tanto na linha celular WiDr, como na linha
celular OE19.

Nas células de adenocarcinoma colorretal (WiDr) tratadas com AAS nas concentracgdes de
2,5 mM e AAS na concentracdo de 10 mM verificou-se uma diminuicdo significativa da
atividade metabdlica em relagdo as células controlo apenas na concentracdo de 10 mM, com
um valor de 72,8+4,2% (p=0,010). No que respeita ao tratamento com AAS per se com a
concentracdo de 2,5 mM ndo se verificou efeito significativo nesta linha celular. Nas culturas
celulares em que se associou a administracdo de AAS na concentracdo de 2,5 mM com a PDT
também se registaram diferencas significativas em relacdo as células controlo, com uma
atividade metabdlica de 72,2+2,5% (p<0,001) para a administragdo de PS na concentragdo de 5
nM; de 18,0£3,6% (p<0,001) para a administragdo de PS na concentracdao de 50 nM; de
0,14+0,05% (p<0,001) para a administracdo de PS na concentracdo de 200 nM e de 0,09+0,09%
(p<0,001) para a administracdo de PS na concentracdo de 500 nM. No caso das culturas
celulares em que se associou a administracdo de AAS na concentra¢do de 10 mM com a PDT
observou-se uma atividade metabdlica de 40,2+4,3% (p<0,001) para a concentragdo de PS de 5
nM; de 22,643,6% (p<0,001) para a concentracdo de PS de 50 nM; de 0,30+0,11% (p<0,001)
para a concentragdo de PS de 200 nM e de 0,32+0,10 (p<0,001) para concentracdo de PS de
500 mM. Estes resultados estao representados graficamente na Figura 20.
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Figura 20. Atividade metabdlica das células de adenocarcinoma colorretal submetidas a PDT em
associacdo com AAS na concentragdo de 2,5mM (esquerda) e na concentragdo de 10mM (direita), com
avaliacdo as 24 horas. Os resultados representam a média e o erro padrdo de pelo menos trés
experiéncias independentes realizdas em duplicado (n=6). As diferencas significativas em relagdo ao
controlo estdo representadas com *, em que * significa p <0,05 e *** significa p <0,001.

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacao
(Laranjo, 2014), no qual se utilizaram as mesmas condi¢des do fotossensibilizador BBr2HPC per
se verificou-se que, de facto, a citotoxicidade foi superior na combinacdo terapéutica do que
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na PDT com as concentracGes de PS de 5 nM, com uma reducdo da atividade metabdlica de
99,5+0,39% para 72,2+2,5% (p<0,001); para a concentracao de PS de 50 nM, verificou-se uma
reducdo da atividade metabdlica de 58,3+0,5% para 18,0+3,6% (p<0,001) e para a
concentracdo de PS de 200 nM, verificou-se uma reducao da atividade metabdlica de 6,7+0,6%
para 0,14+0,05% (p<0,001).

Nas células de adenocarcinoma esofagico (OE19) tratadas com AAS nas concentracgdes de
2,5 mM e de 10 mM verificou-se uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica em
relacdo as células controlo, com valores de 81,8+5,0% (p=0,040) e de 60,215,0% (p<0,001),
respetivamente. A terapia combinada com base na concentracdao de AAS de 2,5 mM induziu
alteracOes significativas em relacdo as células controlo, com a diminuicdo da atividade
metabdlica para a concentracdo de PS de 5 nM, que apresentou um valor de 82,9+2,4%
(p<0,001); de 50 nM que apresentou com um valor de 21,2+3,4% (p<0,001); de 200 nM que
apresentou um valor de 0,9010,20% (p<0,001) e de 500 nM que apresentou um valor de
0,49+0,06 (p<0,001). No caso das culturas celulares em que se associou a administracdo de
AAS na concentragdao de 10 mM com a PDT observou-se uma atividade metabdlica de
61,7+6,2% (p=0,010) para a concentragdo de PS de 5 nM; de 17,5+3,8% (p<0,001) para a
concentragdo de PS de 50 nM; de 1,46+0,28% (p<0,001) para a concentragdo de PS de 200 nM
e de 0,47+0,06 (p<0,001) para a concentracdo de PS de 500 nM, valores também
significativamente inferiores ao controlo, como se observa na Figura 21.

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacdo
(Laranjo, 2014), no qual se utilizaram as mesmas condi¢des do fotossensibilizador BBr2HPC per
se verificou-se que a atividade metabdlica das culturas celulares tratadas com a PDT em
combinagdo com o AAS na concentragdo de 2,5 mM (82,9+2,4%) foi significativamente inferior
a das culturas celulares tratadas apenas com PDT com a concentragdo de 5 nM de PS
(100,0£0,13%) (p<0,001).
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Figura 21. Atividade metabdlica das células de adenocarcinoma esofagico submetidas a PDT em
associacdo com AAS na concentracdo de 2,5mM (esquerda) e na concentracdo de 10mM (direita), com
avaliacdo as 24 horas. Os resultados representam a média e o erro padrdo de pelo menos pelo menos
trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As diferencas significativas em relagdo
ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p <0,05 e *** significa p <0,001.

De forma complementar a avaliacdo da atividade metabdlica, procedeu-se a avaliagdo da
viabilidade celular nas duas linhas celulares WiDr e OE19. Neste estudo e nos estudos
subsequentes o AAS foi administrado sempre na concentragdo de 2,5 mM.

Nas células de adenocarcinoma colorretal verificou-se uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular em relagdo as células controlo em todas as condi¢cdes experimentais. As
culturas celulares incubadas com AAS apresentaram uma viabilidade celular de 97,8+0,73%
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(p<0,001), inferior ao controlo. No caso das culturas celulares tratadas com a associacdo de
AAS e da PDT obtiveram-se valores de viabilidade de 97,9+0,53% (p<0,001) para o PS na
concentracdo de 5 nM; de 64,8+3,5% (p<0,001) para o PS na concentracdo de 50 nM e de
21,8+1,8% (p<0,001) para o PS na concentracdo de 200 nM, como se pode observar na Figura
22.

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacao
(Laranjo, 2014) verificou-se que a associacdo da PDT com o AAS ndo determinou uma maior
diminuicdo da viabilidade do que a PDT per se. De facto, para o PS na concentragdo de 50 nM
obteve-se uma viabilidade celular de 37,045,2% enquanto na terapéutica combinada se obteve
um valor superior de 64,8+3,5% (p<0,001). Para o PS na concentra¢do de 200 nM obteve-se
uma relagdo semelhante (19,0+3,2% vs. 21,8+1,8%, respetivamente; p<0,001).

Nas células de adenocarcinoma esofdgico verificou-se uma diminuicdao significativa da
viabilidade celular em relacdo as células controlo em todas as condi¢gdes experimentais
realizadas, com um valor de 97,310,39% (p=0,028) para o AAS; de 97,0+0,35% (p=0,003) para a
associacdo com PS na concentracdo de 5 nM; de 91,2+0,68% (p<0,001) para a associacdo com
PS na concentracdo de 50 nM e de 10,7+0,80% (p<0,001) para a associacdo de PS na
concentragdo 200 nM, como se pode observar na Figura 22.

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacao
(Laranjo, 2014) verificou-se um aumento da viabilidade celular no tratamento combinado em
relacdo a PDT per se. Assim, para a concentracdo de PS de 50 nM, obteve-se um valor de
50,0%5,9% versus 91,2+0,68% (p<0,001), obtido para a combinagdo com AAS. No entanto,
relativamente a concentracdo de PS de 200 nM verificou-se uma diminuicdo da viabilidade
celular de 14,043,8% para 10,7+0,80% (p<0,001) em relacdo a terapia combinada.
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Figura 22. Viabilidade celular das células de adenocarcinoma colorretal (esquerda) e esofagico (direita)
submetidas a PDT em associagdo com AAS na concentra¢do de 2,5mM, com avaliacdo as 24 horas. Os
resultados representam a média e o erro padrdao de pelo menos quatro experiéncias independentes
realizadas em duplicado (n=8) As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas
com *, em que * significa p <0,05, ** significa p <0,01 e *** significa p <0,001.

6.2 Vias de morte celular

De forma a se caracterizarem os mecanismos envolvidos na terapia combinada com base
no fotossensibilizador BBr2HPC e no AAS foram realizados diversos estudos, nomeadamente, a
avaliacdo dos tipos de morte celular com base na exposi¢ao da fosfatidilserina na membrana
celular e na integridade da membrana, o potencial de membrana mitocondrial e a expressao
de proteinas reguladoras do ciclo celular como a P53.
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6.2.1 Tipos de morte celular

A viabilidade celular e o nimero de células em morte por apoptose inicial, por apoptose
tardia e por necrose foram influenciados pela terapia combinada com base no
fotossensibilizador BBr2HPC, de um modo geral, em ambas as linhas celulares, com
dependéncia da concentragdo de PS, como se pode observar nas Figuras 23 e 24.

Em termos de viabilidade celular nas células do adenocarcinoma colorretal verificou-se
diminuicdo do numero de células vivas na terapéutica combinada com o aumento da
concentracdo do PS em relacdo as células controlo. Esta diminuicdo foi significativa com a
concentracdo de PS de 200 nM, para um valor de 23,5+1,3% (p<0,001). A apoptose inicial nas
células do adenocarcinoma colorretal aumentou de uma forma dependente da concentragdo
de PS em relagdo as células controlo, com um aumento significativo para o valor de 8,1+1,6%
(p=0,022) com a concentragdo de PS de 5 nM. A apoptose tardia ou necrose também registou
um aumento significativo com na concentragdo de PS de 200 nM, com um aumento para o
valor de 16,1%1,8% (p<0,001). A necrose aumentou de forma significativa na concentracdo de
PS de 200 nM, para o valor de 54,9+3,7% (p<0,001).

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacdo
(Laranjo, 2014) verificou-se que a terapia combinada determinou uma diminuicdo significativa
da morte celular por apoptose tardia ou necrose, de 31,0+8,6% para 16,1+1,8% (p=0,008) com
a concentracdo de PS de 200 nM. No entanto, a morte celular por necrose aumentou
significativamente apds o tratamento combinado, passando de 25,0+15,9% para 54,9+3,7%
(p=0,008).
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Figura 23. Viabilidade celular e tipos de morte celular das células de adenocarcinoma colorretal
submetidas a PDT em associagdo com AAS na concentra¢do de 2,5mM, com avaliacdo as 24 horas. Os
resultados estdo representados na forma de percentagem de células vivas, em apoptose inicial, em
apoptose tardia ou necrose e em necrose. Os resultados representam a média e o erro padrdo de pelo
menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As diferencas significativas em
relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p <0,05 e *** significa p <0,001.

Em termos de viabilidade celular nas células do adenocarcinoma esofagico verificou-se
diminui¢cdo do numero de células vivas com o aumento da concentracdo do PS em relacdo as
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células controlo, registando-se significancia com a concentra¢do de PS de 50 nM e de 200 nM,
com viabilidades de 54,5+4,1% (p=0,005) e de 53,2%3,2% (p<0,001), respetivamente. A
apoptose inicial nas células do adenocarcinoma esofagico aumentou de uma forma
dependente da concentracdo de PS em relacdo as células controlo, com um aumento
significativo com as concentra¢cdes de PS, com valores de 13,8+1,4% (p=0,022) para a
concentracdo de 5 nM, valores de 20,7+1,3% (p<0,001) para a concentracdo de 50 nM e para
valores de 28,2+2,5% (p<0,001) para a concentragao de 200 nM. A apoptose tardia ou necrose
também registou um aumento significativo em relacdo as células controlo, com as
concentracdes de PS de 50 nM e de 200 nM, para valores de 12,4+3,3% (p=0,022) e de
8,3+1,5% (p=0,047), respetivamente.

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacdo
(Laranjo, 2014), no qual se utilizaram as mesmas condi¢des do fotossensibilizador BBr2HPC per
se no tratamento das linhas celulares, verificou-se uma diminuicdo significativa em termos de
viabilidade celular por parte da terapia combinada com AAS, com uma diminuicdo de
78,0%3,8% para 70,0+2,0% (p=0,004) com a concentragdo de PS de 5 nM e uma diminuicdo de
71,945,9% para 54,5+4,1% (p=0,012) com a concentracdo de PS de 50 nM. Em termos de
apoptose inicial observou-se um aumento significativo de 13,0+2,9% para 20,7+1,3% (p=0,008)
com a concentracdo de PS de 50 nM.
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Figura 24. Viabilidade celular e tipos de morte celular das células de adenocarcinoma esofagico
submetidas a PDT em associagdo com AAS na concentragdo de 2,5mM, com avaliagdo as 24 horas. Os
resultados estdo representados na forma de percentagem de células vivas, em apoptose inicial, em
apoptose tardia ou necrose e em necrose. Os resultados representam a média e o erro padrio de pelo
menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As diferencas significativas em
relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p <0,05, ** significa p <0,01 e ***
significa p <0,001.

De uma forma geral, as células do adenocarcinoma colorretal aparentam ser mais
suscetiveis a PDT combinada com AAS, pelo menos para as concentragdes mais elevadas de PS.
Na terapia fotodindmica, tanto a apoptose como a necrose sdo tipos de morte celular
predominantes, pelo que a uma maior concentracdo de PS, corresponde uma tendéncia para a
morte por necrose, com o oposto a verificar-se para a apoptose. A adicdo de AAS as células de
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adenocarcinoma esofagico parece alterar este paradigma com a morte por apoptose a ser
predominante para as concentra¢des mais elevadas de PS.

6.2.2 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

A mitocondria possui uma grande relevancia em termos de regulacdo dos mecanismos
intervenientes na morte celular por apoptose por via intrinseca. A disrup¢do do potencial de
membrana mitocondrial é uma caracteristica distintiva da apoptose, cujo resultado é o
desacoplamento da cadeia respiratdria e consequente libertacdo do citocromo C.

Nas células de adenocarcinoma colorretal tratadas verificou-se que a razdo
mondmeros/agregados teve um aumento gradual, dependente do aumento da concentragdo
de PS, em relacdo as células controlo. Esta situacdo corresponde a uma diminuicdo do
potencial de membrana mitocondrial. Assim, para a terapéutica combinada observou-se um
aumento significativo da razdo mondmeros/agregados para o valor de 3,8+0,7% (p=0,030) com
a concentracdo de PS de 50 nM e para o valor de 4,6+0,4% (p<0,001), com a concentragdo de
PS de 200 nM, como se pode observar na Figura 25.

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacao
(Laranjo, 2014) verificou-se que a terapéutica combinada influenciou significativamente menos
a razdo mondémeros/agregados do que a PDT per se quando o PS foi usado nas concentragées
de 5 nM e de 200 nM combinada com AAS, o que corresponde a um aumento em termos de
potencial de membrana mitocondrial, com uma diminuicdo de 4,4+0,5% para 3,410,3%
(p=0,004) com a concentragdo de PS de 5 nM e de 16,7+1,3% para 4,6£0,4% (p <0,001) com a
concentracdo de PS de 200 nM.

Em relagdo as células de adenocarcinoma esoféagico observou-se igualmente um aumento
gradual da razdo mondmeros/agregados, dependente do aumento da concentracdo de PS, em
relagao as células controlo. Assim, a diminuigdo do potencial de membrana mitocondrial foi
significativa com a concentracdo de PS de 50 nM e com a concentracdo de PS de 200 nM, com
valores da razdo mondmeros/agregados de 3,7+0,2% (p<0,001) e de 4,4+0,9% (p<0,001),
respetivamente, como se observa na Figura 25.
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Figura 25. Potencial de membrana mitocondrial nas células de adenocarcinoma colorretal (esquerda) e
células de adenocarcinoma esofagico (direita) submetidas a PDT em associacdo com AAS na
concentracdo de 2,5mM, com avaliagdo as 24 horas. Os resultados estdo representados na forma de
razdo entre mondmeros/agregados (M/A). De acordo com o potencial de membrana mitocondrial, a
sonda JC-1 pode estar tanto na forma monomérica ou agregada, sendo que um aumento na razdo M/A
é indicativo de uma diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial. Os resultados representam a
média e o erro padrdo de pelo menos quatro experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=8).
As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p
<0,05 e *** significa p <0,001.
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6.2.3 Detegdo da P53 por western blot

A proteina P53 é uma proteina supressora tumoral que é ativada em resposta a um
variado numero de estimulos, como o stresse oxidativo, danos no DNA, hipoxia, sobre-
expressdo de oncogenes e alteragdes metabdlicas (Zawacka-Pankau et al. 2008). Sabe-se que a
proteina P53 regula a resposta anti-tumoral na quimioterapia e na radioterapia induzindo a
morte por apoptose; contudo, na terapia fotodindmica ainda ndo se conhece na totalidade o
papel desta proteina nessa mesma resposta (Acedo & Zawacka-Pankau, 2015).

Na linha celular de adenocarcinoma colorretal ndo se verificaram diferencas significativas
entre as células controlo e as células tratadas com a combinacdao de PDT com AAS, como se
pode observar na Figura 26.
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Figura 26. Expressdo da proteina p53, nas células de adenocarcinoma colorretal submetidas a PDT em
associagdo com AAS na concentragdo de 2,5mM com avaliagdo as 24 horas. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de razdo entre as intensidades de fluorescéncia da p53 e da actina e os
graficos representam a alteragdo relativamente a culturas celulares controlo (razdo p53/actina do
controlo igual a 1). Os graficos representam a média e o erro padrdo de pelo menos trés experiéncias
independentes realizadas em duplicado (n=6). Ndo se observaram diferencas significativas entre as
condigcGes. O imunoblot é representativo de uma experiéncia.

6.3 Ciclo celular

Apesar de ndo se ter verificado localizagdo dos fotossensibilizadores a nivel do nucleo
celular, o stresse oxidativo gerado no processo fotodinamico pode induzir alteragdes
mensuraveis no ciclo celular, pelo que se avaliou o conteido de DNA das células tratadas com
recurso ao Pl. Esta técnica permite seguir as progressivas alteragcdes de cromossomas, de 2n
para n, de forma a ser possivel a distingdao das diferentes fases do ciclo celular. Tendo em
conta os resultados obtidos, verificou-se que em ambas as linhas celulares ndo existiam
grandes alteragGes no ciclo celular, pelo que a PDT combinada com o AAS pouco influenciou o
ciclo celular, como se pode observar nas Figuras 27 e 28.

Nas células de adenocarcinoma colorretal tratadas ndo se verificaram alteragoes
significativas em termos de ciclo celular, em relagdo as células controlo.
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Figura 27. Ciclo celular das células de adenocarcinoma colorretal submetidas a PDT em associagdo com
AAS na concentragdo de 2,5mM com avaliagao as 24 horas. Os resultados estao representados na forma
de percentagem de células nas fases pré-G0, GO/G1, S e G2/M. Os resultados representam a média e o
erro padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). Ndo se
observaram diferencas significativas entre as condicdes.

Em relacdo as células do adenocarcinoma esofagico verificou-se o aparecimento de uma
populacdo celular na fase pré-Go significativa em relacdo as células controlo, relacionada com a
morte por apoptose. Esta populacdo pré-Go, com a concentracdo de PS de 200 nM, apresentou
um valor de 18,3%2,6% (p<0,001). A populacdo celular na fase Go/G; também sofreu um
aumento significativo em relagdo ao controlo com as concentra¢des de PS de 5 nM e de 50
nM, com valores de 71,2+1,1% (p=0,010) e de 74,5+0,99% (p<0,001), respetivamente. Na fase
G,/M verificou-se uma diminui¢cdo da populacdo celular para valores de 9,9+0,4% (p<0,001)
com a concentragdo de PS de 5 nM e para valores de 8,3+0,6% (p<0,001) com a concentragdo
de 50 nM.
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Figura 28. Ciclo celular das células de adenocarcinoma esofagico submetidas a PDT em associa¢do com
AAS na concentragdo de 2,5mM com avaliacdo as 24 horas. Os resultados estdo representados na forma
de percentagem de células nas fases pré-G0, GO/G1, S e G2/M. Os resultados representam a média e o
erro padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As
diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que * significa p <0,05 e
*** significa p <0,001.
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6.4 Stresse oxidativo

A formacao de ROS durante o processo fotodinamico é um evento crucial para a morte
celular. Posto isto, foram avaliados os niveis intracelulares de diferentes ROS que intervém na
PDT.

6.4.1 Avaliacdo da producao intracelular de peréxidos

Verificou-se um desequilibrio da producdo intracelular de peréxidos nas células da linha
celular de adenocarcinoma humano colorretal em relacao ao controlo, como se pode verificar
na Figura 29. Assim ocorre um decréscimo significativo da producdo de perdxidos nas células
tratadas com a combinacdo de PDT e AAS em relagdo ao controlo, com a concentragdo de PS
de 200 nM associada a AAS, para o valor de 0,27+0,1% (p<0,001). Em relacdo as células do
adenocarcinoma humano esofagico verificou-se producdo de perdxidos intracelulares com
todas as condi¢Oes em relagdo as células controlo, como demonstra a Figura 29.
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Figura 29. Producdo intracelular de peréxidos nas células de adenocarcinoma colorretal (a esquerda) e
nas células de adenocarcinoma esofagico (a direita) submetidas a PDT em associacdo com AAS na
concentracdo de 2,5mM com avaliagdo as 24 horas. Os resultados sdo apresentados sob a forma de
variagcdo em relagdo a culturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrdo de
pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As diferencas significativas
em relagdo ao controlo estdo representadas com *** que significa p<0,001.

6.4.2 Avaliagdo da producdo intracelular de anido superéxido

No que respeita ao anido superdxido registou-se a manutencdo da concentracdo em
ambas as linhas celulares tratadas, em relagao as células controlo, como demonstra a Figura
30. Apenas, nas células de adenocarcinoma esoféagico e para a concentra¢do de PS de 200 nM
ocorreu uma diminui¢cdo significativa em relacdo as células controlo, com um valor de
0,90+0,01% (p<0,001).

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacao
(Laranjo, 2014), no qual se utilizaram as mesmas condig¢des de fotossensibilizador BBr2HPC per
se no tratamento das linhas celulares, verificou-se uma diminuicdo significativa na producao de
anido superoxido por parte da PDT combinada com AAS, variando os valores de 1,42+0,18%
para 0,90+0,01% (p<0,001) com a concentragdo de PS de 200 nM.
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Figura 30. Produgdo intracelular de anido superdxido nas células de adenocarcinoma colorretal (a
esquerda) e nas células de adenocarcinoma esofagico (a direita) submetidas a PDT em associagdo com
AAS na concentragdo de 2,5mM com avaliagdo as 24 horas. Os resultados sdo apresentados sob a forma
de variacdo em relacdo a culturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrdo
de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As diferencgas
significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *** que significa p<0,001.

6.4.3 Avaliagdo da inibicdo de espécies reativas de oxigénio

De modo a avaliar a influéncia das ROS na terapia combinada de PDT com AAS utilizou-se
um quencher do oxigénio singleto, a azida de sddio. Na linha celular de adenocarcinoma
colorretal verificou-se, no geral, uma menor inibicao significativa da atividade metabdlica para
as células tratadas com a concentracdo de 5 mM de azida de sédio em relacdo as células
controlo, e com um aumento significativo da atividade metabdlica para as varias
concentracdes de PS com aumentos de 72,2+2,5% para 85,6%2,6% (p=0,015) com a
concentragdo de 5 nM, de 18,0£3,6% para 57,4+2,6% (p<0,001) com a concentragdo de 50 nM,
de 0,14+0,1% para 2,3+0,4% (p<0,001) com a concentragdo de 200 nM e de 0,1+0,1% para
0,910,1% (p=0,010) com a concentragdo de 500 nM, como se pode observar na Figura 31. Em
relagao a linha celular de adenocarcinoma esofagico observa-se, de igual modo, uma quebra
na inibicdo da atividade metabdlica, relativamente as células controlo, com a adi¢do de 5 mM

de azida de sddio, com um aumento significativo da atividade metabdlica para o AAS per se,
bem como para varias concentra¢des de PS de 50nM, 200nM e 500nM, com aumentos de
81,8+5,0% para 110,8+2,9% (p<0,001); de 21,2+3,4% para 92,6+3,5% (p<0,001); de 0,9+0,2%
para 11,7+1,7% (p<0,001) e de 0,5%0,1% para 1,1+0,2% (p=0,038), respetivamente, como se
pode verificar na Figura 31.

Em relacdo ao manitol, que é um scavenger do radical hidroxilo (HO) verifica-se que nas
células de adenocarcinoma colorretal a sua presenca diminui a inibicdo da atividade
metabdlica das células tratadas em relagao as células controlo, verificando-se um aumento
significativo da atividade metabdlica com as concentragdes de PS com valores de 72,2+2,5%
para 85,8+1,7% (p<0,001) com a concentracdo de 5 nM, de 18,0+3,6% para 37,1+3,3%
(p=0,010) com a concentragdo de 50 nM, de 0,14+0,1% para 1,5+0,3% (p<0,001) com a
concentragdo de 200 nM e de 0,09+0,1% para 0,7+0,1% (p=0,035) com a concentragdo de
500 nM, como se pode observar na Figura 32. Nas células de adenocarcinoma esofagico
observa-se também o aumento da atividade metabdlica em relagdo as células controlo, em
presenca de manitol, com um aumento significativo da atividade metabdlica de 21,2+3,4%
para 73,1+3,0% (p<0,001) com a concentracdo de PS de 50 nM e de 0,5+0,1% para 1,0+0,2%
(p=0,039) com a concentragao de PS de 500 nM, como se pode ver na Figura 32.
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Figura 31. Atividade metabdlica das células de adenocarcinoma colorretal (a esquerda) e nas células de
adenocarcinoma do eso6fago (a direita) submetidas a PDT em associagdo com AAS na concentragdo de
2,5mM com avaliagdo as 24 horas, na presenga de um quencher de oxigénio singleto (:0,). Os graficos
representam a média e o erro padrado de pelo menos quatro experiéncias independentes realizadas em
duplicado (n=8). As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas com *, em que
* significa p <0,05 e *** significa p <0,001. n.s=ndo significativo.
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Figura 32. Atividade metabdlica das células de adenocarcinoma colorretal (a esquerda) e nas células de
adenocarcinoma do eséfago (a direita), submetidas a PDT em associagdo com AAS na concentragdo de
2,5mM com avaliagdo as 24 horas.na presenca de d-manitol, um scavenger de radical hidroxilo (HO). Os
graficos representam a média e o erro padrdo de pelo menos quatro experiéncias independentes
realizadas em duplicado (n=8). As diferencas significativas em relacdo ao controlo estdo representadas
com *, em que * significa p <0,05 e *** significa p <0,001 n.s=n3o significativo.

6.5 Defesas antioxidantes

6.5.1 Avaliagdo da produgdo intracelular de glutatido reduzido

O glutatido reduzido é uma defesa antioxidante que tem como fung¢do a metabolizagao de
varios peroxidos e de espécies radicalares. Nas células de adenocarcinoma colorretal e de
adenocarcinoma esofdgico verificou-se que nado existiram alteragdes significativas no conteudo
intracelular de glutatido reduzido em relagdo as células controlo, como se pode observar na
Figura 33.

6.5.2 Avaliacdo da atividade da enzima superéxido dismutase

A enzima superdxido dismutase é uma das principais defesas antioxidantes a nivel do
organismo, possuindo trés isoformas com localiza¢gGes distintas em termos celulares, com a
superoéxido dismutase de manganés a estar localizada na mitocéndria, a de cobre e de zinco a
serem encontradas no citosol e a extracelular a estar ligada a matriz extracelular (Saczko et al.
2008).
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Figura 33. Produgdo intracelular de glutatido reduzido nas células de adenocarcinoma colorretal (a

esquerda) e adenocarcinoma esofagico (a direita) submetidas a PDT em associagdo com AAS na
concentragdo de 2,5mM com avaliagdo as 24 horas. Os resultados sdo apresentados sob a forma de
variacdo em relagdo a culturas celulares controlo. Os graficos representam a média e o erro padrdo de
pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). Ndo se observaram
diferengas entre as condigdes.

Em termos de PDT, a superdxido dismutase pode limitar parcialmente o efeito
fotodinamico por remocgado de ROS do organismo (Dolgachev et al. 2005). Na linha celular de
adenocarcinoma colorretal verificou-se apenas um aumento significativo da atividade da
enzima superoxido dismutase em relacdo as células controlo, por parte das células tratadas
com AAS, com uma atividade de 1,31+0,04% (p=0,004), como se pode observar na Figura 34.

Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacdo
(Laranjo, 2014), verificou-se uma diminuicdo significativa em termos da atividade da enzima
superéxido dismutase por parte da combinagdo de PDT com o AAS, com redugdo de
1,26+0,15% para 0,99+0,08% (p=0,042) com a concentra¢do de PS de 5 nM.

Em relacdo as células de adenocarcinoma esofdgico ndo se verificaram alteracGes
significativas em termos da atividade da enzima superdxido dismutase por parte das células
tratadas em rela¢do ao controlo, como demostra a Figura 34.
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Figura 34. Atividade da enzima superodxido dismutase (SOD) nas células de adenocarcinoma colorretal (a
esquerda) e adenocarcinoma esofagico (a direita) submetidas a PDT em associagdo com AAS na
concentracdo de 2,5mM com avaliagdo as 24 horas. Os resultados sdo apresentados sob a forma de
razdo entre a absorvancia obtida e a concentracdo de proteina total e os graficos representam a
alteracdo relativamente a culturas celulares controlo (razdo SOD/proteina total do controlo igual a 1).
Os graficos representam a média e o erro padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes
realizadas em duplicado (n=6). As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo representadas
com ** que significa p <0,01.
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Comparando com os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacao
(Laranjo, 2014) verificou-se uma diminuicdo significativa da atividade da enzima superdxido
dismutase por parte das células tratadas com a combinacao PDT com o AAS, com uma redugdo
de 1,19+0,06% para 0,80+0,30% (p=0,018) com a concentracdo de PS de 5 nM, de 1,33+0,11%
para 0,85+0,25% (p<0,001) com a concentracdo de PS de 50 nM e de 1,48+0,22% para
0,82+0,08% (p=0,009) com a concentrag¢do de PS de 200nM.

7.Resultados (/N VIVO)

7.1 Tratamentos com PDT e AAS in vivo

Em estudos anteriores, realizados pelo grupo de investigacdo, foi possivel estabelecer
com sucesso um modelo animal de xenotransplante de adenocarcinoma colorretal baseado na
linha celular WiDr, utilizada anteriormente nos estudos in vitro, em ratinhos atimicos Balb/c
nu/nu (Laranjo et al. 2013).

Na Figura 35 estdo representados os resultados obtidos, com a média e o erro padrao do
volume relativo dos xenotransplantes de cada grupo experimental, com o grupo de controlo a
ser constituido por 12 animais, o grupo de AAS por 9 animais, o grupo de PDT per se por 10
animais e o grupo de terapia combinada por 6 animais. Utilizando ainda os valores
experimentais foram estabelecidas curvas pela estimativa de Kaplan-Meier, cuja
representacdo se encontra na Figura 36, com a definicdo do ponto de corte do volume tumoral
relativo superior a 1,5. Desta forma obtiveram-se 31 eventos (83,8%) num universo de 37
ratinhos.
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Figura 35. Crescimento tumoral relativo dos xenotransplantes de cancro colorretal nos ratinhos controlo
ndo submetidos a tratamento e dos xenotransplantes nos 3 grupos de ratinhos submetidos a
tratamento. Os resultados representam a média e o erro padrdo dos valores experimentais obtidos.
Estes resultados foram obtidos em co-autoria com a Doutora Mafalda Laranjo.

Durante o periodo experimental de 12 dias, verificou-se que todos os ratinhos do grupo
de controlo atingiram o ponto de corte estabelecido, com um tempo mediano até ao evento
de 6 dias com um intervalo de confianga a 95% (IC95%) de [5,4;6,6]. No grupo experimental
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submetido a injecdo de 200 mg/kg de AAS, 16,7% dos animais ndo atingiram o volume tumoral
relativo de 1,5, sendo o tempo mediano até ao evento de 4 dias, com um IC95% de [1,6;6,4].

No grupo com administracdo de 0,5 mg/kg de PS e irradiacdo a 180 J, 24h apds a
administracdo, verificou-se que 20% dos animais ndo atingiram o ponto de corte estabelecido,
apresentando um tempo mediano até ao evento de 8 dias com um 1C95% de [5,5;10,5]. No
grupo de tratamento combinado, observou-se que 33,3% dos animais nao atingiram o ponto
de corte estabelecido, com um tempo mediano até ao evento de 10 dias com um IC95% de
[3,2;16,8].
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Figura 36. Curvas de Kaplan-Meier que traduzem a probabilidade de o volume tumoral relativo atingir
1,5 vezes o volume inicial. Os resultados representam a média e o erro padrdo dos valores
experimentais obtidos. Estes resultados foram obtidos em co-autoria com a Doutora Mafalda Laranjo.

A comparacdo das curvas obtidas através de teste de log-rank mostrou a existéncia de
diferencas significativas entre os quatro grupos (p=0,024). Contudo, em comparagdo com o
controlo apenas o tratamento com PDT demonstra uma diminuigdo significativa na progressao
tumoral (p=0,019). O tratamento combinado, apesar de ndo apresentar significancia
estatistica, parece mostrar uma tendéncia para a diminui¢do. De referir também que entre os
grupos com tratamento nado se verificaram diferencas com significancia estatistica.

7.2 Anadlise histopatoldgica

As imagens que representam a histologia dos tumores excisados apds a monitorizacdo e a
occisdo dos ratinhos estao representadas nas Figuras 38, 39 e 40. A Figura 38 representa os
cortes histolégicos dos ratinhos do grupo de controlo. Na Figura 38 A e B, com amplia¢des de
40x e 100x, respetivamente, foi possivel observar-se uma lesdo expansiva, com um padrdo
solido constituido por pequenas ilhas e grandes macigos com areas minor de padrao glandular,
o que é correspondente a uma neoplasia de alto grau com baixa diferenciacdo. Ainda ha
registo de uma grande area de necrose, caracteristica deste tipo de tumores indiferenciados, e
infiltracdo de macréfagos contendo hemossiderina, que é um pigmento derivado da
metabolizacdo da hemoglobina associado a hemorragias causadas pela incapacidade de a
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neovascularizagdo acompanhar o crescimento tumoral. Na Figura 38 C foi possivel observar-se
o citoplasma eosindfilo das células tumorais e os seus nucleos hipercromdticos, com aumento
da relagdo nucleo/citoplasma e intensa atividade mitdtica, com formas atipicas.

Figura 38. Imagens dos cortes histolégicos corados com hematoxilina e eosina (H&E) de um
xenotransplante de ratinhos do grupo de controlo. A imagem A foi obtida com ampliagdo de 40x, a
imagem B foi obtida com uma ampliagdo de 100x e a imagem C com uma ampliagdo de 400x.

No caso das imagens da Figura 39, que correspondem a um exemplo de xenotransplante
de um ratinho tratado com AAS verifica-se igualmente uma lesdo expansiva de padrdo sélido
constituido por pequenas ilhas e grandes macicos com areas minor de padrdo glandular,
correspondentes a uma neoplasia de alto grau com baixa diferenciacdo, como se pode
observar nas Figuras 39 A e B. Adicionalmente observa-se a presenga de necrose com
infiltracdo linfoplasmocitaria na periferia tumoral e aparecimento de macréfagos contento
hemossiderina. Na Figura 39 C observam-se células tumorais com citoplasma eosindfilo,
nucleos hipercromaticos, com aumento da relagdo nucleo/citoplasma e intensa atividade
mitdtica, com formas atipicas.

Em relagdo as imagens da Figura 40, que correspondem a um xenotransplante de ratinho
do grupo de tratamento combinado verifica-se a presenca de uma lesdo expansiva de padrao
sélido constituido por pequenas ilhas e grandes macigos com dreas minor de padrao glandular,
com a correspondéncia a uma neoplasia de alto grau pouco diferenciada, como se pode
observar nas Figuras 40 A e B. Adicionalmente observa-se necrose do tipo isquémico e
infiltragcdo linfoplasmocitaria na periferia tumoral. Na Figura 40 C observam-se células
tumorais com citoplasma eosindfilo, nucleos hipercromaticos, com aumento da relagdo
nucleo/citoplasma e intensa atividade mitdtica, com formas atipicas.

93



Figura 39. Imagens dos cortes histolégicos corados com hematoxilina e eosina (H&E) de um
xenotransplante de ratinhos do grupo com administracdo de 200mg/kg de AAS. A imagem A foi obtida
com ampliacdo de 40x, a imagem B foi obtida com uma ampliagdo de 100x e a imagem C com uma

ampliagdo de 400x.

! P O G
Figura 40. Imagens dos cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina (H&E) de um
xenotransplante de ratinhos do grupo de tratamento combinado. As imagens A foi obtida com
ampliacdo de 40x, a imagem B foi obtida com uma ampliacdo de 100x e a imagem C com uma amplia¢do

de 400x.
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7.Discussao

7.1 Discussao (/N VITRO)

O fotossensibilizador BBr2HPC previamente sintetizado e caracterizado tem propriedades
fotoquimicas apropriadas para a sua utilizagdo em PDT, tanto in vitro como in vivo, como se
pode verificar em estudos anteriores (Braga, 2012; Laranjo, 2014; Teixo, 2013). Os valores de
ICso para este PS obtidos para as linhas celulares WiDr e OE19 sdo bastante reduzidos, na
ordem dos nanomolar. De facto, o ICso obtido, apds 24 horas de incubacgdo, para as células da
linha celular WiDr é de 58,5 nM e para as células da linha celular OE19 é de 35,0 nM (Laranjo,
2014). Como se sabe, os adenocarcinomas do trato gastrointestinal podem ser acessiveis por
técnicas endoscdpicas, tais como a endoscopia digestiva alta ou a colonoscopia. Esta
possibilidade é uma vantagem adicional pois, quando em presenca de um estadio tumoral
inicial, a PDT podera ser uma alternativa vidvel aos tratamentos convencionais ou podera ser
utilizada como modalidade neoadjuvante ou, até, adjuvante (Laranjo, 2014).

O AAS possui atividade anti-tumoral em diversos tipos de neoplasias, incluindo os
carcinomas colorretal e esofagico. Esta evidéncia surgiu de diversos estudos in vitro realizados
com linhas celulares cancerigenas, nos quais concentracées de AAS compreendidas entre o
micromolar e o milimolar, induziram morte celular por apoptose, paragem do ciclo celular,
senescéncia celular, entre outras (Li et al. 2000; Luciani et al. 2007; Hossein et al. 2012; Raza et
al. 2012). As linhas celulares WiDr e OE19 possuem ainda uma elevada expressdo de
cicloxigenases, nomeadamente de COX-2, que sdo um alvo molecular do AAS (Sakai et al. 2006;
Burnat et al. 2010). A elevada expressdo de COX-2 estad relacionada com o aumento da
producdo de fatores prd-carcinogénicos e com possibilidade de recorréncia tumoral (Hendrickx
et al.2003; Luna et al. 2008). Como também se encontra documentado o aumento da
expressao de COX-2 apés a PDT, o AAS em combinacdo com a PDT foi utilizado neste trabalho
de modo a verificar a potencial melhoria da eficacia global do tratamento nas linhas celulares
WiDr e OE19 (Hendrickx et al. 2003; Luna et al. 2008).

A avaliacdo da citotoxicidade pelo ensaio de reducdo de MTT é um método simples e
fidvel para se avaliar o efeito de substancias in vitro, tendo por base a capacidade redutora das
enzimas mitocondriais (McHale & McHale, 1988; Hamid et al. 2004). Contudo a redugdo de
MTT pode ser afetada por diversos fatores como, por exemplo, algumas substancias que
atuam a nivel mitocondrial (Collier & Pritsos, 2003), presenga de proteinas de resisténcia e de
efluxo (Vellonen et al. 2004), bem como alteragdes no metabolismo celular, que poderdo levar
a uma estimativa da viabilidade inferior ou superior a realidade.

Os resultados obtidos pelo ensaio de reducdao de MTT demostraram que o AAS induziu
uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica com o aumento da concentra¢do, nas
células de adenocarcinoma esofagico, uma vez que se verificou um decréscimo da mesma em
relagao as células controlo ndo tratadas para as concentragdes de AAS de 2,5 mM e de 10 mM,
com valores de 81,215,0% e de 60,2+5,7%. Nas células de adenocarcinoma colorretal tratadas
com AAS na concentracdo de 2,5 mM, ndo se verificam diferencas significativas em relagdo as
células controlo, o mesmo nao se verificando para a concentracdo de 10 mM, para a qual se
verificou um decréscimo significativo da atividade metabdlica em relagdo ao controlo, com um
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valor de 72,8%4,2%. Estes resultados corroboram estudos in vitro anteriores que verificaram
que a citotoxicidade do AAS em linhas celulares tumorais aumenta com o aumento da
concentracdo (Li et al. 2000; Luciani et al. 2007; Hossein et al. 2012; Raza et al. 2012). Outro
fator importante é o tempo de incubacdo, que estudos anteriores mostraram influenciar a
citotoxicidade (Li et al. 2000; Luciani et al. 2007; Hossein et al. 2012; Raza et al. 2012). Neste
trabalho apenas se utilizou como referéncia o tempo de incubacdo de 24h, tendo por base os
estudos de Chiavello et al (Chiavello et al. 2010).

No que diz respeito a terapia combinada da PDT com o AAS, verificou-se um decréscimo
significativo da atividade metabdlica dependente do aumento da concentracdo de PS em
ambas as linhas celulares. Em comparag¢do com resultados obtidos anteriormente pelo grupo
de investigacdo (Laranjo, 2014), no qual se utilizaram as mesmas condicdes do
fotossensibilizador BBr2HPC per se, verificou-se que a combinacdo entre PDT e AAS na linha
celular de cancro colorretal induziu uma diminuigdo significativa na atividade metabdlica com
as concentragdes de PS de 5 nM, 50 nM e 200 nM. Na linha celular de cancro esofagico, a
diminuicdo da atividade metabdlica apenas se verificou com a concentracdo de 5 nM. A
hipdtese possivel para explicar este diferente comportamento é a possibilidade de que para as
concentragdes mais elevadas de PS deixar de existir sinergia entre a PDT e o AAS, com o PS a
exercer um efeito antagdnico sobre o AAS, pois tem uma maior citotoxicidade. Contudo, para
a confirmacdo desta hipdtese seria necessaria a avaliacdo do indice de combinacdo, o que
poderia ser feito pelo método de Chou & Talalay (Chou, 2010).

Como complemento do ensaio de reducdo de MTT foi realizado o ensaio de SRB para
avaliacdo da viabilidade celular. Este ensaio tem em conta o conteldo proteico, que é corado
pela sulforrodamina b fornecendo uma estimativa do niumero de células presentes (Papazisis
et al. 1997; Vichai & Kirtikara, 2006). Os resultados obtidos pelo ensaio de SRB demonstraram
um decréscimo significativo na viabilidade celular com o aumento da concentragdo de PS para
ambas as linhas celulares. A PDT, com concentracdo de PS de 50 nM, em associagcdo com o AAS
determinou uma maior diminuicdo da viabilidade na linha celular de adenocarcinoma
colorretal do que na linha celular de adenocarcinoma esofagico. Contudo, em relacdo a
concentragdo de PS de 200 nM verificou-se o oposto. Estes resultados podem estar
relacionados com o diferente tipo de morte celular induzido pela terapéutica e que estara na
dependéncia do tipo celular e da concentragdo. Para algumas condi¢Ges de tratamento, ao
contrario do que seria de prever, verificou-se que a viabilidade celular foi significativamente
superior quando foi usado o tratamento de combinac¢do do que quando foi usada a PDT per se,
nomeadamente nas células de adenocarcinoma colorretal com as concentragées de PS de 50
nM e de 200 nM, e nas células de adenocarcinoma esofagico como a concentragdo de PS de 50
nM.

No que respeita ao tratamento de combinacdo, a atividade metabdlica obtida pelo ensaio
de reducdo de MTT foi inferior a obtida pelo ensaio de SRB. Num estudo realizado por Spitz et
al., estes autores verificaram que o AAS causava a inibicdo da enzima PFK (do inglés 6-
phosphofructo-1-kinase) na linha celular tumoral de mama MCF-7, de forma dependente da
concentragdo. A inibicdo desta enzima tem influéncia a nivel do metabolismo glicolitico e na
producdo de ATP, com o consequente decréscimo da glicose e deple¢ao de ATP, o que podera
justificar a baixa atividade metabdlica (Spitz et al. 2009). Um estudo de Raza et al. em células
de hepatocarcinoma HepG2, refere também a inibicdo dos complexos | e IV da cadeia
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respiratdria mitocondrial, bem como a redugdo dos niveis de ATP apds a incubacdo com AAS
(Raza et al. 2012).

Estes diferentes comportamentos da atividade metabdlica e da viabilidade celular poderd
ainda estar relacionada com a inducdo de senescéncia por parte do AAS nas células tumorais.
Um estudo de Jung et al. demonstrou a indugdo de senescéncia nas linhas celulares de cancro
colorretal SW620 e HCT-116 apds a adicdo de varias concentragcdes de AAS, por ativacdo da
enzima AMPK (do inglés 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase), que esta
relacionada com processos bioenergéticos celulares (Jung et al. 2015).

Para se conhecerem melhor os mecanismos envolvidos no efeito da combinacdo entre a
PDT e o AAS recorreu-se a citometria de fluxo para a avaliagdo dos tipos de morte celular
envolvidos, com a apoptose a ser avaliada pela externalizacdo da fosfatilserina da bicamada
fosfolipidica através da marcagdao com a anexina V-fluorocromo isotiocianato de fluoresceina e
a necrose a ser avaliada pelo registo de perda da integridade da membrana citoplasmatica
através da marcagdo com iodeto de propideo.

Nas células de adenocarcinoma colorretal tratadas com a PDT associada ao AAS verificou-
se uma propensdo para a morte celular por necrose, com o aumento da concentragdo de PS,
registando-se significancia para este tipo de morte com a concentracio de 200 nM
relativamente as células controlo. Para concentracdes de PS mais baixas, observou-se morte
por apoptose, significativa em relacdo as células controlo. Em estudo anterior realizado pelo
grupo de investigacdo onde foi avaliada a PDT com base no fotossensibilizador BBr2HPC
também se verificou uma tendéncia para morte por necrose para as concentracdes mais
elevadas e para a morte por apoptose para as concentragdes menores.

No caso das células de adenocarcinoma esofagico verificou-se uma situagdo distinta. A
combinagdo entre a PDT e o AAS promoveu significativamente a morte celular mas
principalmente por apoptose. Estes resultados nas células de adenocarcinoma esofagico sdo
diferentes dos resultados obtidos anteriormente pelo grupo de investigacdo com este PS
(Laranjo, 2014). O aumento da concentragdo de PS determinava um shift de morte apoptética
para a morte necrética. Estes dados demonstram que nestas células o AAS tem um efeito
maior na regulagdo dos mecanismos de morte celular comparando com as células de
adenocarcinoma colorretal.

Na base da regulacdo dos mecanismos de morte celular com o tratamento fotodindmico
existem diversos parametros a ter em conta como, por exemplo, a localizagdo intracelular do
fotossensibilizador que, ao se localizar em organelos celulares diferentes, ira ter influéncia em
tipos de morte celular diferentes. O fotossensibilizador BBr2HPC utilizado neste estudo
experimental possui uma co-localizagdo em pelo menos trés organelos celulares distintos, as
mitocondrias, os lisossomas e o reticulo endoplasmatico. Esta diferente localizagdo poderd
explicar a ativacdo de diferentes mecanismos de morte celular de acordo com a concentragdo
de PS, conforme se observou nos estudos anteriores efetuados pelo grupo de investigacao
(Laranjo, 2014).

Diversos estudos realizados com diferentes fotossensibilizadores em outras linhas
celulares tumorais como a linha celular de glioblastoma T98G (Miki et al. 2015), a linha celular
de adenocarcinoma do pulmao CL1-0 (Ji et al. 2010), as linhas celulares de carcinoma do colo
do utero Hela e SiHa (Haywood-Small et al. 2006; Panzarini et al. 2011), a linha de melanoma
humano G361 (Malina et al. 2016), a linha de carcinoma esofagico de células escamosas Eca-
109 (Che et al. 2011) e a linha de adenocarcinoma colorretal HT-29 (MikesS et al. 2007),
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referem que o tipo de morte que se verifica com a PDT depende essencialmente da
concentracao de PS, do tempo de incubagdo apds administragdo, da localizacdo subcelular, da
fluéncia da fonte de luz utilizada e do préprio tipo de células tumorais, o que estd de acordo
com os nossos resultados. Em relacdo ao tipo de morte causado pelo AAS, diversos estudos
relatam maioritariamente a morte celular por apoptose de linhas celulares tumorais tratadas
com diferentes concentra¢des (Zimmermann et al. 2000; Luciani et al. 2007; Raza et al. 2011;
Hossein et al. 2012). Contudo, neste estudo experimental, tanto na linha celular de
adenocarcinoma colorretal como na linha celular de adenocarcinoma esofdgico nao se
verificou nenhum tipo de morte celular significativo em relacdo as células controlo com a
concentracao utilizada de AAS.

O potencial de membrana mitocondrial é gerado pela cadeia transportadora mitocondrial
através da conducdo de um fluxo de particulas carregadas desde a matriz até ao citoplasma,
criando-se assim um gradiente eletroquimico (Wang et al. 2005). A perda do potencial de
membrana mitocondrial esta relacionada com a morte celular, geralmente por apoptose. A
perda do potencial de membrana mitocondrial é verificada antes da alteragdo morfoldgica
celular caracteristica dos diferentes tipos de morte celular como a condensac¢do da cromatina
e a disrupc¢do de organelos celulares (Tian et al. 2008).

No tratamento combinado da PDT com o AAS verificou-se a diminuicao do potencial de
membrana mitocondrial para ambas as linhas celulares tratadas com o aumento da
concentracdo de PS, com a diminuicdo a ser significativa para as concentragdes mais elevadas
de PS, ou seja, com as concentracdes de 50 nM e de 200 nM. Comparando estes resultados
com os obtidos na avaliacdo dos tipos de morte celular, a diminuicdo progressiva do potencial
de membrana mitocondrial nas células de adenocarcinoma esofagico refuta o aparecimento
de morte por apoptose nesta linha celular, uma vez que a perda do potencial de membrana
mitocondrial estd relacionada com morte por apoptose. No caso da linha celular de
adenocarcinoma colorretal, apesar da diminuicdo significativa do potencial de membrana
mitocondrial, ndo se regista morte significativa por apoptose.

As mesmas linhas celulares tumorais em estudo tratadas com o fotossensibilizador
BBr2HPC per se também sofreram diminuicdo significativa do potencial de membrana
mitocondrial (Laranjo et al. 2014). A disrup¢do do potencial de membrana mitocondrial
também ja foi observada apds lesdo fotooxidativa em organelos como os lisossomas
(Sasnauskiene et al. 2009; Quiogue et al. 2009; Liu et al. 2011) e o reticulo endoplasmatico
(Kessel & Reiners Jr, 2007), o que podera explicar porque nem sempre a perda de potencial de
membrana mitocondrial estd associada a morte por apoptose. O AAS também ja foi referido
como capaz de induzir perda de potencial de membrana mitocondrial em algumas linhas
celulares tumorais, como em células de hepatocarcinoma HepG2 (Hossein et al. 2012; Raza &
John, 2012), em que se demostrou o seu efeito a nivel da mitocondria.

Quanto a proteina supressora tumoral P53 a sua expressdao em células normais é baixa,
mas em resposta a variados tipos de stresse a sua expressdo pode aumentar, com a
consequente paragem do ciclo celular na fase Go/G; até que os danos no DNA que possam
ocorrer sejam reparados. A maioria das mutagdes na P53 tém como resultado a expressao de
uma proteina nao funcional, que poderd reprimir qualquer P53 wild-type remanescente.
Adicionalmente as P53 mutadas podem adquirir caracteristicas pré-oncogénicas
completamente independentes da P53 wild-type (Muller & Vousden,2013). A P53 tem uma
elevada importancia na resposta anti-tumoral na quimioterapia e na radioterapia através da
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promoc¢do da morte celular por apoptose, enquanto na terapia fotodinamica a sua agdo ainda
ndo é totalmente conhecida (Acedo & Zawacka-Pankau, 2015). J4 foram reportados varios
estudos sobre a influéncia da P53 na PDT, onde se verificou que em linhas celulares que
expressem uma P53 wild-type a terapia fotodinamica é mais eficiente comparativamente a
linhas celulares que possuam uma P53 mutada ou a ndo expressem (Fisher et al. 1998; Mikes
et al. 2009). Contudo, os efeitos da PDT ndo sdo exclusivos para linhas celulares tumorais que
apenas contenham uma P53 wild-type pelo que linhas celulares que expressem uma P53
mutada a PDT também poder ser eficaz, como no caso das linhas celulares WiDr e OE19 usadas
neste estudo. Podemos assim assumir que, seguramente, existem mecanismos alternativos na
PDT para além da indugdo de morte celular por parte da P53.

A linha celular de adenocarcinoma colorretal WiDr expressa uma P53 mutada, devido a
uma mutacdo pontual no gene TP53, no coddo 273, onde o aminodcido arginina é trocado pela
histidina (Ahmed et al. 2013), enquanto na linha de adenocarcinoma esofdgico OE19 a
expressao da P53 mutada é devida a uma mutacdo frameshift com inser¢ao de um nucleétido
de adenina no coddo 310 no gene TP53 (Tym et al. 2015).

No caso da linha celular de adenocarcinoma colorretal, ndo foi detetada nenhuma
alteracdo significativa nos niveis de expressdao da P53 por parte da terapia combinada entre
PDT e AAS em relagdao as células controlo. O fotossensibilizador BBr2HPC per se levou a
diminuicdo da expressdo da P53 (Laranjo,2014), facto que pode estar relacionado com a
geracdo de hipoxia (Abrantes, 2013). No caso da terapéutica combinada, a manutencdo da
expressao da P53 pode ser devida a supressdo da hipoxia por parte do AAS. De facto, existem
estudos que referem a inibicdo das vias de sinalizacdo da hipoxia pelo AAS (Khaidakov et al.
2011).

O tratamento combinado entre a PDT e o AAS ndo induziu alteragdes significativas no
ciclo celular na linha de adenocarcinoma colorretal humano em relagdo as células controlo, a
semelhanca do tratamento com a PDT per se (Laranjo, 2014). Em contraste, na linha celular de
adenocarcinoma esofagico verificam-se alteragdes significativas, com aumento da populagdo
celular em fase pré-Go com a concentracdo de 200 nM de PS, aumento esse que parece estar
relacionado com a morte por apoptose, o que é corroborado pelas alteragées do potencial de
membrana mitocondrial e avaliagdao dos tipos de morte celular. Adicionalmente, observou-se
para as concentracdes de PS de 5 nM e de 50 nM o aumento significativo das populagcbes
celulares em fase Go/G; acompanhado de diminuig&o significativa das popula¢des celulares em
fase G,/M. Posto isto, a adigdo de AAS a linha celular de adenocarcinoma esofagico parece
influenciar a progressao do ciclo celular. De facto, existem estudos em diversas linhas celulares
onde o AAS (Luciani et al. 2007; Raza et al. 2012) per se e em estudo com a PDT (Chiavello et
al. 2010) que demostraram a paragem do ciclo celular na fase Go/G.

Em relagdo ao stresse oxidativo, avaliaram-se as espécies reativas de oxigénio com
importancia no processo fotodinamico, por citometria de fluxo. Verificou-se uma diminui¢do
significativa na produc¢do intracelular de perdxidos no tratamento combinado com a
concentracdo mais elevada de PS, de 200 nM, na linha celular de adenocarcinoma colorretal.

Na linha celular de adenocarcinoma esofdgico ndo se verificaram alteragGes significativas
na produgdo intracelular de perdxidos. O tratamento fotodindmico com base no
fotossensibilizador BBr2HPP per se (Laranjo, 2014), por sua vez, determinou descida
significativa dos niveis de perdxidos intracelulares. Naturalmente que a presenca de AAS
influencia a produg3o destas ROS nas células OE19. E de referir também que existem estudos
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que verificaram o aumento de peroxidos intracelulares em linhas celulares tumorais tratadas
com AAS (Raza et al. 2011), contudo as concentragdes de AAS utilizadas sdo superiores as
usadas no nosso estudo.

Na avaliacdo da producao intracelular de anido superdéxido, ndo se verificaram diferencgas
significativas nas células de adenocarcinoma colorretal tratadas com a combinagdo entre PDT
e AAS, contudo nas células de adenocarcinoma esofdgico observou-se uma diminuicdo
significativa na producdo de anido superdxido para a concentracdo de PS de 200 nM. A PDT
com o fotossensibilizador BBr2HPC nas mesmas linhas celulares levou ao aumento significativo
da producdo intracelular de anido superdxido (Laranjo, 2014). Esta diferenca parece depender
da adicdo de AAS e de caracteristicas inerentes ao tipo celular. Ndo existem registos exatos
sobre a regulacdo da produgdo intracelular de anido superdxido pelo AAS, pelo menos em
linhas celulares tumorais, porém em vdrios estudos é reportado o potencial antioxidante do
AAS na regulacdo dos niveis de ROS em diversas patologias (Dragomir et al. 2004; Maharaj et
al. 2006).

Em paralelo realizou-se também a determinacdo da presenca de oxigénio singleto e do
radical hidroxilo, de um modo indireto, com a utilizacdo de azida de sddio e de d-manitol. A
azida de sddio é um quencher especifico de oxigénio singleto que é utilizado em diversos
estudos bioldgicos, entre os quais quando se pretende avaliar o efeito da PDT (Engel et al.
2008; Obata et al. 2009; Bancirova, 2010). Ja o d-manitol é um scavenger especifico do radical
hidroxilo (Seckin et al. 2008; Obata et al. 2009; Komagoe et al. 2010). Com a adi¢do tanto de
azida de sodio como de d-manitol verificou-se um decréscimo significativo na inibicio da
atividade metabdlica por parte das células tratadas em relagdo ao controlo, com tendéncia
para uma menor inibicdo com o aumento da concentragdo do PS. Observando-se os resultados
das duas linhas celulares tumorais por nds estudadas parece que o oxigénio singleto tem uma
maior influéncia na terapia combinada nas células de adenocarcinoma esofagico, mas quais se
registou um aumento significativo da atividade metabdlica com adicdo de azida de sddio. Em
contrapartida as células de adenocarcinoma colorretal parecem ser mais suscetiveis ao efeito
do d-manitol.

Em estudos anteriores verificou-se um efeito semelhante na inibicdo da produgao de
oxigénio singleto e de radical hidroxilo (Laranjo, 2014), no entanto, com concentragdes
inferiores de azida de sddio (5x mais no presente estudo) e de d-manitol (10x mais no presente
estudo). Esta comparacgdo revela o potencial do AAS na modulagdo do efeito destas ROS,
principalmente nas células de adenocarcinoma esofdgico, que sofrem morte por apoptose e
perda do potencial de membrana mitocondrial, ocorréncias caracteristicas de danos oxidativos
por ROS na mitocondrial.

De forma a contrariar a indugdo de stresse oxidativo pelas ROS o organismo possui varias
defesas antioxidantes, entre as quais alguns substratos como a glutationa (GSH), o acido
ascérbico, o alfa-tocoferol e a enzima antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD)
(Valko et al. 2016). As células tumorais possuem niveis basais de ROS superiores em
comparagdo com as células normais, pelo que as suas defesas antioxidantes tém maior
expressao e atividade, pelo que sdo necessarios niveis mais elevados de ROS para causar danos
irreparaveis que impegam a promogdo da proliferacdo e da diferenciagéo celulares (Buldak et
al. 2014).

Neste estudo, em termos da avaliagdo da producgdo intracelular de glutatido reduzido
verificou-se que na terapia combinada entre PDT e AAS ndo houve registo de diferencgas
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significativas em relacdo aos niveis basais deste substrato, tanto nas células de
adenocarcinoma colorretal como nas células de adenocarcinoma esofagico, 24 horas apés o
tratamento. Nestas células a PDT per se levou a um decréscimo significativo do glutatido
reduzido 2 horas apds o tratamento fotodinamico (Laranjo 2014). Um estudo de Vad et al.,
também corrobora estes resultados, uma vez que em células de melanoma B16-F0, a adi¢do de
AAS teve um efeito de deplegdo significativa da GSH até 3horas apds a adicdo de AAS (Vad et
al. 2014). Em conjunto, todas estas evidéncias parecem apontar para uma deplecdo transiente
de GSH poucas horas apds o tratamento, com os seus niveis basais a serem progressivamente
repostos, a medida que a concentracao de ROS presentes diminui.

Em relagdo a avaliagdo da atividade da enzima SOD, verificou-se um aumento significativo
nas células de adenocarcinoma colorretal com adi¢cdo de AAS em relacdo as células controlo.
Um efeito semelhante foi observado num estudo de Adachi et al., no qual a utilizacdo de
sulindac, um farmaco anti-inflamatério ndo esteroide tal como o AAS, levou ao aumento da
atividade da SOD apés 24horas em células de carcinoma colorretal DLD-1 (Adachi et al. 2007).
O AAS parece, pois, mais uma vez possuir um efeito modulatério em alguns tipos de ROS, em
especial na quantificacdo de oxigénio singleto e do radical hidroxilo. Comparando ainda com
resultados previamente obtidos pelo grupo de investigacdo com o fotossensibilizador BBr2HPC
per se nas mesmas linhas celulares (Laranjo, 2014), verificou-se o reforco desta hipdtese, uma
vez que nesse estudo a atividade da SOD teve um aumento significativo com a concentracao
de PS em ambas as linhas celulares contrariamente ao que aqui se verifica. Por conseguinte,
tendo em conta os resultados obtidos na avaliacdo de defesas antioxidantes pde-se a hipdtese
de que os niveis celulares a que estas defesas se encontram ndo parecem limitar a eficacia do
tratamento combinado entre PDT e AAS nestas linhas celulares tumorais de adenocarcinoma
colorretal e esofagico.

7.2 Discussdo (IN VIVO)

Os modelos pré-clinicos de cancros humanos sdo indispensdveis na descoberta e no
desenvolvimento de novas formulagdes anticancerigenas, apesar de ndao serem perfeitos dada
a caracteristica heterogeneidade genética e epigenética dos mesmos e a multiplicidade de vias
de regulacdo afetadas (Peterson & Houghton, 2004; Ruggeri et al. 2014). Os modelos de
xenotransplantes heterotdpicos com implantagdo de linhas celulares tumorais em roedores
geneticamente idénticos e imunocomprometidos permitem avaliar diversos parametros em
termos farmacodindmicos e farmacocinéticos, bem como a eficicia anti-tumoral e a
tolerabilidade de novas abordagens terapéuticas, de modo simples, reprodutivel e de baixo
custo, com a obtengdo de dados biolégicos importantes com possivel translagdo clinica
(Peterson & Houghton, 2004; Ruggeri et al. 2014)

De forma a complementar os resultados experimentais in vitro obtidos, procedeu-se ao
desenvolvimento de um modelo in vivo de xenotransplante heterotdpico de cancro colorretal
com base na linha celular tumoral WiDr, cuja utilizacdo ja demonstrou resultados promissores
para avaliacdo da terapia fotodinamica baseada no fotossensibilizador BBr2HPC (Laranjo,
2014). Este modelo animal de xenotransplante heterotépico de cancro colorretal com base na
linha celular tumoral WiDr, ja otimizado para efeitos de boa reprodutibilidade, consistiu na
injecdo subcutidnea de 107 células na regido dorsal de ratinhos atimicos Balb/c nu/nu. Os
animais incluidos nos grupos em estudo foram sujeitos a administracdo diaria de 200 mg/kg de
AAS por injecdo intraperitonial, administracdo de 0,5mg/kg do fotossensibilizador BBr2HPC por
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injecdo intraperitonial, com irradiacdo apds 24 horas ou ambos os tratamentos, de acordo com
o descrito nos Materiais e Métodos.

Nos resultados obtidos in vivo, verificou-se auséncia de toxicidade para os animais em
estudo, uma vez que nao houve registo de mortes causadas pela administracdo de qualquer
uma das modalidades de tratamento per se ou em combinagdo. Em relagdo ao peso, durante a
monitorizacdo dos animais, ndo se registaram variacdes que ponham em causa o tratamento
(dados ndo apresentados). Em relacdo ao volume tumoral verificou-se uma diminuicdo
estatisticamente significa, em comparagdao com os xenotransplantes controlo, nos animais
tratados com o fotossensibilizador BBr2HPC per se, apesar de no final dos 12 dias de
tratamento, os ratinhos do grupo com administracao de AAS e com administracdo combinada,
possuirem um volume tumoral relativo tendencialmente inferior a estes. No caso dos ratinhos
de tratamento combinado, o volume tumoral relativo foi inferior ao dos tratados apenas com
BBr2HPC, pelo que o pequeno numero de animais incluidos neste grupo pode ter influenciado
a falta de significancia estatistica. Os efeitos anti-tumorais do AAS in vivo ja foram verificados
em diversos estudos como, por exemplo, por Hossain et al., onde a administracdo didria de
100 mg/kg de AAS, durante um periodo de 21 dias, a ratinhos com xenotransplantes de cancro
hepatico com a linha HepG2, limitou o crescimento tumoral (Hossain et al. 2012). O mesmo se
verificou para um estudo de Pathi et al., com a administracdo diaria de 200 mg/kg de AAS,
durante 10 dias, a ratinhos com xenotransplantes de cancro colorretal da linha celular RKO
(Pathi et al. 2012). Outros estudos em xenotransplantes de osteossarcoma (Liao et al. 2015) e
de melanoma (Vad et al. 2014) também referem a eficacia anti-tumoral do AAS pelo que
apesar de neste estudo ndo haver diferencas significativas, a administracdo de AAS, parece
tender para diminuir o crescimento tumoral relativamente ao controlo.

Quanto a terapia combinada entre PDT e AAS, faltam estudos in vivo para corroborar os
resultados obtidos. Contudo, comparando estes resultados com os obtidos in vivo com
terapias combinadas entre PDT e inibidores das COX verifica-se que os resultados sdo
semelhantes. Um estudo de Makowski et al. refere a eficacia anti-tumoral da combinagao
entre PDT e inibidores das COX-2 num modelo murino de cancro colorretal baseado na linha
celular C-26, com a administracdao dos inibidores das COX-2 a potenciar a atividade anti-
tumoral apds a administragdo de Photofrin® (Makowski et al. 2003). Outro estudo com terapia
combinada entre PDT e inibidores das COX-2, realizado por Ferrario et al., com modelos
murinos baseados na linha celular de fibrossarcoma radioresistente RIF demonstrou,
igualmente, eficacia na redugdo do crescimento tumoral (Ferrario et al. 2002). Com base
nestas evidéncias, e sendo o AAS também um inibidor das COX, os resultados por nds obtidos
parecem ser promissores. A modificacdo de alguns parametros experimentais podera melhorar
os resultados obtidos. Pode ser interessante por exemplo um maior tempo de monitorizagao
experimental dos ratinhos com adi¢cdo de AAS apds a PDT, pois nos estudos referidos (Ferrario
et al. 2002; Makowski et al. 2003) o tempo experimental foi consideravelmente maior,
havendo diferencas significativas entre as condi¢cdes em estudo.

No final dos 12 dias de monitorizagdo, os animais foram occisados e os xenotransplantes
retirados para a realizagdo de estudos de histopatologia. A analise histoldgica foi realizada com
recurso a coloragao com H&E. Os resultados obtidos pela andlise histolégica confirmaram a
presenca de necrose. Nos xenotransplantes do grupo de controlo a presenca de células
necréticas deveu-se certamente a incapacidade de a neoangiogénese conseguir acompanhar o
crescimento tumoral, havendo a formagdo de zonas hipdxicas, que sdo caracteristicas deste
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tipo de tumores de alto grau com baixa diferenciacdo. Relativamente, aos xenotransplantes
sujeitos a tratamento combinado verificou-se morte celular por necrose isquémica, o que
comprova que nesta situagao a morte por necrose é devida ao tratamento em si e ndo as
caracteristicas intrinsecas da neoplasia. Este tipo de morte vem a confirmar que a adicdo do
AAS em combinacdo com a PDT tem potencial na limitacdo do crescimento tumoral pela
supressao de vasos sanguineos. Contudo é necessdria a realizacdo de estudos que confirmem a
expressao de VEGF para comprovar esta hipétese.

Nos xenotransplantes tratados analisados por histologia, verificou-se uma lesdo expansiva
de padrao sélido constituido por pequenas ilhas e por grandes macicos com areas minor de
padrdo glandular, com a presenca de células tumorais com intensa atividade mitdtica e formas
atipicas, pelo que isto é um indicador de que existem ainda células tumorais vidveis para o
crescimento tumoral. Uma das razbes para tal acontecer, estd do facto de a fonte de luz
utilizada para a irradiacdo dos animais, ser uma fibra oética que dispersa a luz
unidireccionalmente, o que determina zonas sub-iluminadas nos xenotransplantes que, por
sua vez, levardao ao estimulo do crescimento tumoral. Uma distribuicdo homogénea da luz no
xenotransplante evitaria essa ocorréncia (Laranjo, 2014).

Nos xenotransplantes tratados também se verificou a presenca de infiltracGes
linfoplasmocitarias na periferia dos mesmos, o que é caracteristico da PDT (Dougherty et al.
1998; Castano et al. 2006), traduzindo-se numa possivel resposta imunitaria inata dos animais
em estudo.

Os dados obtidos com os estudos in vivo, permitem-nos dizer que, apesar de haver um
certo potencial na combinacdo entre PDT e o AAS, sdo necessdrios mais estudos para
comprovar se esta associacdo tera um verdadeiro impacto clinico dos tratamentos ja
existentes para o tratamento dos cancros colorretal e esofagico.
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8.Conclusdo e perspetivas futuras

Depois de apresentados e discutidos os resultados obtidos no trabalho experimental que
conduziu a esta tese, existem algumas conclusGes a salientar, bem como perspetivar a
continuagdo deste trabalho no futuro.

O fotossensibilizador BBr2HPC associado ao AAS diminui consideravelmente a atividade
metabdlica das células dos adenocarcinomas colorretal e esofagico, bem como a viabilidade
celular, de forma dependente da concentracdao de PS. Nas linhas tumorais tratadas com a
combinacdo entre a PDT e o AAS verificou-se a presenca de tipos de morte celular distintos,
com a morte por necrose a ser prevalente na linha celular de adenocarcinoma colorretal,
enquanto na linha celular de adenocarcinoma esofdgico a morte por apoptose é a mais
frequente. Esta divergéncia de tipos de morte predominantes, isto é, morte por apoptose e
por necrose estd na dependéncia de varios fatores, nomeadamente, a concentracdo do
fotossensibilizador, o tipo celular e a presenca de AAS. A combinacdo entre PDT e AAS também
apresentou efeitos a nivel da regulacao de varios tipos de ROS, tanto as ROS caracteristicas das
reacGes fotodinamicas do tipo Il como do tipo I.

Os estudos in vivo mostraram que a combinacdo entre a PDT e o AAS tem potencial a
nivel anti-tumoral, contudo tém de ser feitos mais estudos para se perceber realmente se o
AAS constitui uma mais valia como adjuvante na PDT.

Em termos de perspetivas futuras, seria interessante realizar-se a avaliacdo do possivel
efeito sinérgico da combinagdo PDT e AAS in vitro pelo método de Chou & Talalay. A existéncia
de diferentes tipos de morte celular em ambas as linhas celulares levam a propor futuramente
o estudo da expressdo de diversas proteinas chave na regulacdo dos mesmos, como por
exemplo, das proteinas caspases, do fator nuclear NF-kB, entre outros. Adicionalmente seria
interessante fazer um estudo das espécies reativas de nitrogénio, uma vez que que alguns
autores referem a promog¢do do AAS nessas vias de sinalizagdo e o seu efeito na terapia
fotodinamica é ainda pouco conhecido.

Quanto aos estudos in vivo, futuramente propde-se o aumento dos dias de monitorizagdo
dos animais e a administracao de diferentes concentragées de PS e de AAS, de modo a se
conseguir um conhecimento mais alargado dos efeitos desta combinacdo. Serda também
importante aumentar os estudos de histopatologia com diversos marcadores, como o Ki-67
para a avaliagcdo da proliferagdo celular e o VEGF para avaliagao da angiogénese.
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