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Ao longo dos ultimos anos realizaram-se numerosssies clinicos e estudos
sobre a PDT para 0 cancro que tornaram esta tdéregp@otencialmente importante na
area oncoldgica. Na maior parte dos casos ondapfmada, provou ter vantagens em
relacdo as terapéuticas convencionais, por serterapia selectiva, ndo invasiva, nao
induzir resisténcia e ter poucos efeitos secunslaAoinvestigacdo da accao bioldgica
da PDT constitui uma area cientifica dinamica coabalhos publicados regularmente.
Os sistemas de aplicacao de luz também evoluirdamdes disponiveis tecnologias
capazes de concretizar esta terapéutica em Orgé@squimatosos como 0 pancreas ou
o figado (Fan, 2007; Qiaregal., 2006).

Actualmente a PDT € uma terapéutica reconhecidanaitos paises mas tem um
namero limitado de indicacdes aprovadas e poucawmsafZos licenciados, ndo tendo
ocorrido ainda a sua implementacao clinica. Umaale®es para este facto podera ser a
inexisténcia de fotossensibilizadores com as oariaticas ideais, nomeadamente, ser
selectivo para as células-alvo, ter o maximo efeitodinamico e provocar o0 minimo de
efeitos secundarios. Varios grupos de investigac@foalnam na area da sintese de
novos fotossensibilizadores motivados pela certezajue a descoberta da molécula
ideal dara espaco a PDT na clinica.

As porfirinas com grupos hidroxilo tém boa activldacomo sensibilizadores em
PDT. Trabalhos com sensibilizadores diaril com mpgagjrupos hidroxilo (dois em cada
grupo fenil) apresentaram resultados promissores &gnotranplantes de
adenocarcinoma do célon (Bouetal., 2003; Ferrand, 2003). Os grupos hidroxilo na
posicdometa dos anéis fenil (na posicaoeso) parecem reforcar esta actividade em
relacdo as posicOawto ou para (Berenbaumet al., 1986). Songca (2001) testou o
efeito fotodindmico de tetrahidroxifenilporfirinafluoradas e concluiu que as

substituidas na posicéieeta sdo as que tém fotoactividade mais alta, para degue
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0s compostos porfirinicos substituidos na posic@&andos anéis fenil com grupos
hidroxilo tém localizacdo preferencial no tecidmaral. Banfiet al. sintetizaram uma

série de tetraarilporfirinas e diarilporfirinas cadrios grupos hidroxilo nos anéis fenil
e concluiram que o0s anéis na posicdo meta sdo @s awdvos em PDT. O

fotossensibilizador mais activo actualmente em gBoico, Foscan®, tem uma
substituicdo por grupos hidroxilo na posigaeta dos quatro grupos fenil. A melhor
performance fotodindmica de compostos substitugdos grupos hidroxilo devera ser
devida a melhor solubilidade destas moléculas e atgioso (Banfét al., 2006).

Também as porfirinas halogenadas tém sido estudamae sensibilizadores em
PDT. Foram observadas boas propriedades de maéaulbstituidas com flaor
(Gryshuket al., 2006; Songca, 2001). Véarios trabalhos confirmacaefeito do atomo
pesado, ou seja, a maior capacidade de produgdxigimio singleto de FS substituidos
por halogéneos (Azenha, 2002; Pinairal., 1998) no entanto, a sua citotoxicidade nao
foi estudada. Picardt al. (2009) mostraram que a bromacao favorece a fomndea
ROS, resultado sustentado por um trabalho deseadweadem ftalocianinas que mostrou
que a substituicio com bromo aumenta a formacaestiwo tripleto e a geracdo de
oxigénio singleto (Silvat al., 2006).

Tendo em conta estas caracteristicas tornou-sengrdde estudar a capacidade
fotodinamica de TBrdHPP e BBr2HPP, hidroxifenilpantis substituidas na posicéo
meta e halogenadas com bromo, comparando o compogstaarietcom o diaril
correspondente.

O rendimento de formacao de oxigeno singlétg, foi medido por fotdlise em fase
estacionaria e os resultados apresentados na tipdlEmostram que ndo ha diferencas

na producdo de oxigénio singleto para os dois cstopaestudados.
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Os espectros de absorcdo em etanol dos dois deasibies mostram a banda
Soret tipica (B(0,0)) e bandas-Q. A diarilporfirifBBr2HPP) tem o espectro de
absorcéo ligeiramente desviado para o azul (63Cemm)relacdo a tetraarilporfirina
(TBr4HPP) (645nm), estando ambos 0s compostos aletdr gama de absorcao
terapéutica (600 a 800nm). Trabalhos anterioreshn@kso grupo mostraram que o0
aumento do numero de halogéneos no anel fenibstisticdo com bromo ou iodo néao
influencia significativamente as caracteristicas @bsorcdo deste tipo de
sensibilizadores, no entanto, e como seria de a&speerifica-se um aumento do
rendimento de producdo de oxigénio singleto emcé&slaaos compostos nao
substituidos, provavelmente, devido ao acoplameéatspin-orbital do atomo (Sereh
al., 2008; Serrat al., 2010).

ApoOs a sintese e avaliacdo das caracteristicasagsiimilos compostos, iniciaram-se
0s estudos vitro. A reaccao fotodinamica depende grandemente dagéap retencao
e acumulacdo dos sensibilizadores no tecido tumdkalcaptacdo celular dos
sensibilizadores foi analisada por métodos fluotiimgs. Para os dois compostos
estudados verificou-se que a captacdo é dependentdose, aumentando com o
aumento da concentracdo dos sensibilizadores riodpede incubacéo. Verificou-se
também, que a captacdo de TBr4HPP é consideravelnseiperior a captacdo de
BBrH2PP, como podemos observar na figura 13. Istweid explicar-se pelas
diferencas de capacidade de solubilidade destasecolak, nomeadamente a
hidrofilicidade, que adveém do facto da tetrafesriipna possuir mais dois grupos
hidroxilo nos grupos fenil que a diarilporfirina. gxépria estrutura tridimensional da
molécula também devera contribuir para esta diferefda que a TBrdHPP tera uma
estrutura mais globosa e BBr2HPP sera uma moléaaila esguia e por isso com maior

polaridade
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Trabalhos recentes mostraram que a presenca desatmomo nos anéis fenil de
compostos porfirinicos, ndo esta associada apenhsra rendimento de formacao de
oxigénio singleto, foto-estabilidade e hidrofiliade, mas também a uma maior
captacao celular (Serehal., 2008). Picardt al. (2009) estudaram a PDT baseada em
porfirinas catidnicas e a influéncia da sua sulisib com bromo e concluiram que o
potencial do fotossensibilizador se torna trés sezgerior, tendo sido associado este
melhoramento ao aumento de 30% na captacao celatamporfirinas bromadas em
relacdo as correspondentes ndo bromadas.

A PDT pode actuar principalmente a dois niveisiteégeletais directos sobre as
células tumorais, que induzem vias de morte, oiiosféetais indirectos, através do
recrutamento de células inflamatorias e activagim especifica do sistema imunitario
do hospedeiro. O balanco entre estas duas repegiande de varios parametros, sendo
um deles a localizacao subcelular dos sensibilizsd@@Gaczket al., 2007).

As propriedades de fluorescéncia dos sensibilizmdgodem ser usadas para
avaliar a sua localizacdo intracelular e o efetotrdtamento. A comparacdo entre 0
padrdo de fluorescéncia dos sensibilizadores edtdpale localizacdo de marcadores
fluorescentes de organelos constitui uma abordagertajosa para obter informacao
acerca da localizacdo subcelular destes compostmnleecer os possiveis alvos da
reaccédo fotodinamica (Uzdensky al., 2001). E assumido que os primeiros locais a
sofrer os danos da reaccao fotodinamica séo ospr@ismos do local de formacao de
oxigénio singleto e dependem da distribuicdo dcsibéizador no interior da célula
(Leunget al., 2002; Marchatt al., 2004).

As mitocondrias, da linha celular WIDR, coradas cbitotracker Green FM
apresentam um aspecto granular, tal como ja tiloadescrito (Uzdenskst al., 2001).

As células coradas por ambos os sensibilizadoteslans apresentam fluorescéncia

132



Discussao

vermelho brilhante. Em muitas células é possiveenlar que a fluorescéncia vermelha
forma um anel que rodeia o espaco nuclear (Figlira & figura 15 A). As imagens das
figuras 14 e 15 mostram ainda que o padrdo deldisiio dos fotossensibilizadores no
interior da célula coincide com o padrdo de distgdo da sonda fluorescente que
marca a mitocondria. Assim, os fotossensibilizasl@sudados, com uma concentracéo
de 5uM parecem localizar-se predominantemente tedmdria.

As porfirinas e macrociclos derivados sdo moléclifaffilicas e tém tendéncia a
acumular em organelos membranares como as mitaaérellisossomas (Kolaroweh
al., 2007). A literatura refere que entre os compogtapirrolicos, os FS mais eficazes
tendem a acumular na mitocéndria (Gryskuél., 2006). Picardt al., 2009 mostraram
que as porfirinas bromadas localizam-se principatmena mitocondria. Os danos
mitocondriais sdo considerados a consequéncia majttotoxicidade (Marchak al.,
2004). Os primeiros eventos que ocorrem poucosnsieguapos a fotossensibilizacao
sao a libertacdo de citocromo ¢ do espaco intermemab mitocondrial para o citosol
e/ou a dissipacdo do potencial de membrana mito@dndRicchelli et al. (1990)
mostraram que o Photofrin® se localiza principalteena mitocéndria. Estudos
posteriores de microscopia de fluorescéncia erél@ct, mostraram que imediatamente
apos a PDT mediada por Photofrin® ocorrem altersagstruturais na mitocondria,
comoswelling (turgidez) e destruicdo do organelo (Kessell., 1997). Trabalhos com
outros fotossensibilizadores do tipo porfirinico stnaram a localizagdo inicial nos
lisossomas e que a irradiacdo induz a relocalizagdia o citoplasma (Olivet al.,
2003). Outros estudos mostraram que a irradiacéte poduzir redistribuicdo dos
sensibilizadores (Kunzt al., 2007). Assim, seria de grande interesse reaksbe
estudo em microscopia confocal, ao longo do teraplizando também marcadores de

outros organelos, nomeadamente, ER, lisossomasngbmaea celular uma vez que
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também tem sido sugerida a localizacdo de compaxios estruturas semelhantes
nestes organelos.

A partir da analise da proliferacéao celular, peleao do MTT, pode-se confirmar,
em primeiro lugar que a mistura escolhida parabsiatar os sensibilizadores, e que
serviu de veiculo para a sua administracdo, ndoéimfia a proliferacdo celular, ndo
tendo sido registadas diferencas em relacdo arasloelulares controlo ndo submetidas
a qualquer tratamento. Com os resultados de esfmomnetria obtidos dos ensaios do
MTT foi possivel determinar as curvas de dose-&spoOs resultados mostraram
claramente que a fototoxicidade aumenta com o awntienconcentracédo de incubacao
para ambos o0s sensibilizadores. Para a avaliacds ap horas do tratamento
fotodinamico obteve-se um IC50 de 464nM para oibgizador tetraaril TBr4HPP,
enquanto que, para o sensibilizador diaril BBr2H84#¢conseguiu inibir a proliferacao
em 50% com uma concentracdo de apenas 180nM. ifstanga € singular na medida
gue néo se registaram diferencas no rendimentaiqadte oxigénio singleto para estes
sensibilizadores e se verificou que a captacaoBigHPP é menor.

No ambito de outro trabalho realizado pelo nosspa@refectuaram-se ensaios do
MTT para avaliar a inibicdo da proliferacao intraiia pelo Photofrin®. Para a linha
celular WiDr, e com o mesmo desenho experimentakve-se um IC50 de 666nM
(Serraet al., 2008). Ambos os compostos estudados apresentagerdoacées mais
baixas para induzir 50% de inibicdo da proliferag@bular e provaram ser mais
citotoxicos que o Photofrin®.

A analise da proliferacdo 48 e 72 horas apo0s anranto fotodinamico também
mostrou diferencas nos IC50 para os dois senstibes. O IC50 do composto diaril
BBr2HPP diminui, em relacdo as 24 horas, para ceéecad40nM, no entanto, para o

composto tetraaril TBr4HPP verifica-se um aumemoaor de concentracédo para 620
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e 765nM, respectivamente. Este aumento sugere dregamnento fotodinamico com
este sensibilizador ndo introduz modificacdes ersiveis na célula e que esta parece
ser capaz de recuperar dos danos causados pegléutiza. Nos seus trabalhos com
tetrarilporfirinas e diarilporfirinas, Banft al. (2006), também demonstraram que as
diarilporfirinas sdo muito mais activas que asagitporfirinas correspondentes. Na
linha celular de adenocarcinoma do célon HCT116yetam um IC50 médio de 10nM
para as diarilporfirinas e apenas 344nM para esaetporfirinas.

A citotoxicidade intrinseca dos sensibilizadoresaftalisada através da incubacao
com omissdo da irradiacdo no protocolo de tratameRara a tetraarilporfirina
TBr4dHPP né&o foi possivel calcular o IC50 nestasdidies experimentais, sendo
superior a concentracdo maxima testada, 10uM. AgBiDvou-se que a activacao pela
luz é um requisito fundamental para a actividadet@xica deste sensibilizador.
Também para a diarilporfirina BBr2HPP a fotoxicidadhtrinseca (auséncia de
activacao pela luzg muito diferente da fotoxicidade obtida quandocékilas séo
irradiadas, sendo o IC50 de 7,08uM para as 24 hbham vez que num contexto
clinico, os sensibilizadores seriam administradwsvia sistémica, e que varios estudos
(Bergmanret al., 2008; Perret al., 1990; Pittekt al., 2007) utilizaram linhas celulares
humanas de fibroblastos para avaliar a toxicidame snsibilizadores em células nao
tumorais, avaliou-se a citotoxicidade dos seng#éxores na linha celular humana de
fibroblastos, HFF-1. Para além disso verificou-se gara ambos os sensibilizadores
estudados os IC50 s6 sao atingidos para conceesratiiito elevadas (BBr2HPP:
7,07uM e TBr4HPP: 8,07uM, para as 24 horas aposn&tracio) e superiores as
concentracdes terapéuticas. As concentracOes ticg® dependem do IC50 nas
células tumorais que € muito mais baixo. Confirmdsnbém nas células normais a

baixa toxicidade destes compostos caso ndo oattivagio pela luz.
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O ensaio do MTT da alguma informacéo acerca dacadgude proliferativa e da
funcdo mitocondrial da célula, no entanto ndo maosts alteracbes que levam a
activacao das vias de morte. Para tal avaliac&orneu-se a citometria de fluxo. Esta
técnica permitiu analisar a viabilidade celulapafis da dupla marcacdo com An-V/IP,
o potencial de membrana mitocondrial através ddadC-1 e a producao intracelular
de ROS através da marcacdo com DCFH2-DA e DHE. Raafivar esta analise,
escolheram-se as concentracdes a administrar pedamento das culturas celulares
com base nos resultados preliminares dos ensaid4Tdo Procedeu-se ao tratamento
fotodindmico com 1uM de BBr2HPP e 1uM de TBr4HPIP s uma concentracao
para a qual se esperava existir efeito do tratasr@mtambos os casos. Para além desta
concentracdo, pretendia-se analisar o tratamentac@rmentracbes aproximadas das
correspondentes ao IC50 para cada sensibilizadocaSo do sensibilizador BBr2HPP
procedeu-se a analise por citometria de fluxozatildo a concentracdo de 150nM,
tendo-se vindo posteriormente a confirmar o IC50 #89nM para o protocolo
utilizado. No entanto, para o sensibilizador TBr#HRao se estabeleceu uma
aproximacao tao boa. A avaliacdo foi feita com 2B@no IC50 veio a verificar-se ser
464nM. Apesar desta limitacdo no desenho experahefdi possivel tirar varias
conclusdes.

A An-V é um corante aceite para a deteccdo de apeptque ao ligar-se a
fosfatidilserina indica a translacdo desta protedoafolheto interno para o folheto
externo da membrana nuclear. Por sua vez, o IPantélalas em necrose devido aos
poros que ocorrem na membrana, e é excluido deasé&poptodticas e viaveis onde a
membrana esta intacta (Zelenkat al., 2007). Verificou-se que o0 tratamento
fotodinamico baseado em BBr2HPP e TBr4HPP induztenpor necrose. Para o

tratamento com BBr2HPP (1uM e 150nM), a analisatissica mostrou diferencas
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significativas (p<0,05) ou muito significativas (p€01) em relacdo as culturas
celulares controlo, havendo diminuicdo da populatgaélulas viaveis e aumento da
populacdo de células em necrose para todos os sedg®DT testados (24, 48 e 72
horas). Para o sensibilizador TBr4HPP encontramndierencas significativas em
relacdo as culturas celulares controlo para a saW horas apds o tratamento com
1uM. No entanto, a populacao de células vivas d2BBP ¢ significativamente menor
que a de TBrdHPP, o que confirma a melhor accaodiimdmica do primeiro
sensibilizador. O tratamento fotodindmico com 250d® TBr2HPP n&o introduz
diferencas em relacdo as culturas controlo, nanemtaendo este valor de concentracao,
uma ma aproximacao do IC50 nédo é possivel tiraclaefies. Um aspecto interessante
do tratamento do 1uM TBr4HPP ¢é a tendéncia paraatode viabilidade ao longo do
tempo. Verifica-se que a populacdo de células vasmal8 horas € tendencialmente
maior que as 24, e a populacéo de células viager2 &oras é tendencialmente maior
que as 48 e é praticamente igual as culturas donthmde estabelecer-se a mesma
relacédo para as populacdes de células em necraseerisaio do MTT verificou-se que
a concentracdo necessaria para obter IC50 aumemdago do tempo sugerindo que o
tratamento ndo é efectivo, havendo uma tendéncia paecuperacdo por parte das
células WIDR. Os resultados de viabilidade obtigms citometria de fluxo séo
concordantes com este resultado.

Pela analise de viabilidade celular conclui-se gusensibilizador mais eficaz é a
diarilporfirina BBr2HPP e que a via de morte adfi@goor estes sensibilizadores é a
necrose. Curiosamente, a maior parte dos trabglhibkcados mostraram que a PDT
baseada em derivados porfirinicos tetraaril indwrtenprincipalmente por apoptose
(Banfi et al., 2004; Marchakt al., 2004). No entanto, Mikest al. 2007 reportaram a

prevaléncia de morte celular por necrose em céldéasdenocarcinoma colo-rectal.
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Vérios trabalhos mostraram que o balanco entreenu&tular por apoptose ou necrose
depende da intensidade da reaccéao fotodinamicae@¥dilal., 2007). Para o tratamento
fotodinamico realizado neste estudo as culturaslarels foram submetidas a uma
energia total de 10J com uma poténcia de 7,5mW. Cperspectiva futura, seria
pertinente verificar se o tratamento com o0s sdirmabiores estudados utilizando
menores energias e poténcias activam a mesma wiside.

No entanto, estd também comprovado que o mesmdbsieador pode induzir
diferentes tipos de morte de acordo com a linhalaxebnde é estudadbeung et al.,
2002; Mikeset al., 2007) . Para a linha celular de adenocarcinort@reatal HT29 foi
provado que independentemente da intensidade dgaeéotodinamica a morte ocorre
principalmente por necrose (Mikesal. 2007). A proteina p53 € capaz de promover a
apoptose quer por mecanismos independentes dacricdios quer por activacéo
transcricional de proteinas pro-apoptoticas corBaxaou ainda por repressao de genes
anti-apoptoticos. Na linha celular HT29 ocorre umatacdo da p53 associada a sobre-
expressao desta proteina, provavelmente devidodugdio de uma forma mais estavel
(Rodrigueset al., 1990). Mikeset al. (2007) sugeriram que esta mutacdo de p53 nas
HT29 pode estar relacionada com a sensibilidadeTadrie inclina o balanco da morte
celular em direccdo da necrose. Curiosamente,sandld o perfil genético das linhas
celulares humanas de adenocarcinoma colo-rectab HT®/iDR, verifica-se que em
ambas h& sobre-expressao da proteina p53 comogoé@msga de uma substituicdo da
histidina na posicéao 273 por uma arginina (Rodsgtial., 1990). Tendo em conta esta
analise, a activacao da via de morte por necrosegposta ao tratamento fotodinamico
com os sensibilizadores estudados pode estar imémiz relacionada com o perfil

genético da linha celular de adenocarcinoma caltakgue foi utilizada ao longo deste
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estudo e ndo s6 com as caracteristicas fotoquimidatofisicas dos sensibilizadores
BBr2HPP e TBr4HPP.

Apesar dos protocolos de PDT que favorecem a mpoie apoptose serem
recomendados quando esta modalidade é aplicadarm@ fcurativa de neoplasia
situ, hoje sabemos que a morte por necrose é acompEapladctivacdo da resposta
inflamatoria por parte do hospedeiro. Esta respfastarece ndo sé a erradicacao do
tumor a nivel local como pode ainda ter consegaéngositivas sobre tumores que ja
tenham infiltrado para os tecidos circundantes esmo em relacdo a células tumorais
encontradas longe da area irradiada (Marehal., 2005; Mikeset al., 2007). Por este
motivo a maior incidéncia de necrose observada ap@BT n&do deve constituir uma
barreira a futura aplicacéo clinica.

Tendo em conta que 0s estudos de microscopia dee$icéncia mostraram que 0s
sensibilizadores estudados parecem acumular painogmte na mitocondria e que esta
amplamente estabelecido que o primeiro alvo deaedtu da PDT é o local de
acumulacdo dos FS, avaliou-se por citometria deoflo potencial de membrana
mitocondrial pela marcacdo com JC-1. Os resultatitisos mostraram uma tendéncia
para o aumento da razdo M/A no tratamento com BBR2 (150nM e 1uM) e com
1uM de TBr4HPP. Este aumento é indicativo da despelcdo da membrana
mitocondrial e portanto do envolvimento deste oefmma reaccdo fotodinamica e da
perturbacdo na viabilidade celular. Os resultaduiglos sdo concordantes com os de
proliferacdo e viabilidade celular na medida em gpenta para maior eficacia do
tratamento com a diarilporfirina BBr2HPP. Foramanicadas diferencas significativas
em relacdo as culturas celulares controlo apenmasgstée sensibilizador. Em relacéo as

culturas celulares tratadas com TBr4dHPP e analsangrafico da figura 21, so €&
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possivel considerar um grande aumento a razao Mdv& @ tratamento com 1uM para a
analise as 24 horas, e esta condicdo ndo se mantkmgo do tempo.

Uma vez que as ROS desempenham um papel centratamento fotodinamico,
recorreu-se a utilizacdo de duas sondas especffarasa deteccdo de peroxidos e do
radical superoxido, DCFH2-DA e DHE, respectivamemte contrario do que seria
expectavel ndo se verificaram aumentos signifieativa concentracédo de peroxidos e
radical superéxido em relacdo as culturas celuleoesrolo. Alids, para o tratamento
com o sensibilizador BBr2HPP, considerado maisagfianalisando os gréaficos da
figura 22, observa-se uma tendéncia para diminuigperoxido de hidrogénio que é
estatisticamente significativa para a analise ah@4s. Em relacdo a concentracéo
intracelular de anido superéxido verifica-se apamaa tendéncia para o aumento de
anido superoxido no tratamento com BBr2HPP. Apdsdermos verificado que a PDT
baseada nos sensibilizadores estudados tem efdibdirfamico, nestas condi¢cdes
experimentais, ndo se verificam aumentos signifioatde peréxidos ou de radical
superoxido (figura 22 e figura 23). Uma hipoteseplieativa para este resultado, é a
formacdo de outras ROS ainda mais lesivas partuka @®mo o radical hidroxilo ou o
oxigénio singleto. Infelizmente n&o foi possiveadlear a concentracdo destas ROS, no
entanto, esta explicacao é perfeitamente plaustvehedida em que particularmente o
oxigénio singleto 0,) é considerado a principal ROS produzida pela cémc
fotodinamica (Hopper, 2000; Ortetlal., 2009)

E ainda possivel postular outra hipétese. A PDTieegxigénio molecular durante
a reaccao para a formacdo de ROS. Nos tecidos isoamaiveis de oxigénio variam
entre 5 e 10% enquanto nos tecidos tumorais esdees costumam variar entre 0 e
5%, havendo nas células tumorais uma condicao mtixii tipica. Em adicdo a esta

condicdo a PDT aumenta a hipoxia por consumir oxigédos tecidos. A PDT também
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pode destruir a microcirculagdo dos tumores, pougdo da falta de oxigenacao
tumoral, o que, indirectamente, também causa hap@allagheet al., 2005). As ROS
tém um tempo de vida limitado (O'Conrairal., 2009). Tendo em conta estes dados
bibliograficos e que a avaliacdo de ROS foi redizapenas 24 horas apés a reaccao
fotodinamica, as ROS produzidas podem ja ter-s&pdido, apds introduzir danos nas
células, e no momento de avaliagdo as célulasestm condicao de hipoxia.

Inicialmente demonstrou-se que os sensibilizadi@msefeito directon vitro sobre
a proliferacdo e viabilidade das células de adenowana colo-rectal, WiDr. Com esta
certeza, avangou-se para o0s estudogivo. Existem varios estudas vitro sobre a
eficacia de sensibilizadores, no entanto, o0 mesawsge verifica relativamente a sua
eficacia em modelo-animal. Optimizou-se um modeilional em ratinho$alb/c nu/nu
de forma a obter desenvolvimento reprodutivel deottansplantes, tendo-se optado
pela injeccéo de 4xf@élulas, num volume de 108, administrados na regido dorsal.
Quando os tumores atingiram um volume com valonég 800 e 500mi realizou-se
o tratamento fotodinamico com os sensibilizador8s2BIPP e TBr4HPP. Para cada
sensibilizador avaliaram-se trés esquemas de tesi@mm que consistiram na
administracéo do farmaco e irradiagdo do tumord84e 72 horas depois. Os tumores
foram monitorizados ao longo de 12 dias.

Os resultados da PD vivo mostraram que ambas as formulagcdes ndo séo toxicas
para os ratinhos pois ndo ocorreram mortes comeegoué&ncia da administracdo. A
formulacdo que serviu de veiculo aos sensibilizzelotem como base o
polietilenoglicol, um poliéter de cadeia longa seliem agua que € largamente usado
com veiculo farmacéutico e € recomendado para anadracdo do Foscan® (Rit
al., 1999). O protocolo utilizado levou a uma dimirdigcsignificativa do crescimento

tumoral em relacdo aos grupos controlo ndo tratadersficou-se que o intervalo entre
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a injeccao e a irradiacao influencia a diminuicaatescimento tumoral em resposta ao
tratamento e € diferente para os dois sensibiliesdestudados. Enquanto que para o
BBr2HPP os melhores resultados surgem quando diag&@o ocorre 72 horas apos a
injeccéo, para o TBr4HPP verificam-se os melhoessitados para as 48 horas. Estas
diferencas deverdo estar relacionadas com a hibdisio e a eliminacdo dos
sensibilizadores, que devera ser mais lenta nod@a8Br2HPP.

BBr2HPP e TBrdHPP provaram ter efeito fotodinamicaivo em concentracdes
baixas. Varios sensibilizadores, incluindo o Phui@ e varias ftalocianinas, tém sido
tipicamente usados em concentracdes iguais ouistggea 5mg/kg para realizar PDT e
obter efeitos em xenotransplantes de adenocarcimoloarectal. Em xenotransplantes
da linha celular HT29, o Photofrin® foi usado nudi@se de 30mg/kg (Linet al.,
2009).

Para tirar mais conclusdes acerca dos resultadafosnos estudosy vivo seria
necessario aumentar o tamanho da amostra estudNadantanto, verifica-se uma
tendéncia para a concordancia destes resultado®osmhtidos a partir dos estudos
vitro que apontam para que a diarilporfirina seja maremssora que a
tetraarilporfirina. Para o protocolo de irradiag® 72 horas apds a administracdo de
BBr2HPP verificam-se 5 em 6 eventos logo ao segud@do de monitorizacao.
Curiosamente, Bourrét al. (2003), testaram uma hidroxifenil-porfirina vivo, e
concluiram que o intervalo de 12 horas entre &g¢dje e a irradiacao fornece melhores
resultados que 24 horas. Este composto devera isgibuido e eliminado mais
rapidamente que o BBr2HPP e o TBr4HPP, provavelendatido a contribuicdo dos
halogéneos, que apesar das boas propriedadesiftasfé fotoquimicas que introduzem

nas moléculas, possam talvez contribuir para retaréua distribuicao.
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Discussao

Os resultados dos estudasvivo sugerem que BBr2HPP e também TBr4HPP sao
candidatos dignos de estudos aprofundados em madetfwl. Para além dos estudos
realizados, de forma a avaliar a aplicabilidade dessibilizadores em PDT, seria
importante realizar estudos de biodistribuicdorméaocinética, de forma a determinar
a taxa de depuracdo dos sensibilizadores a patieaddos diferentes. Estes estudos
podem ser realizados com recurso a fluorescénsiagienoléculas utilizando sistemas
de fluorescéncian vivo (Lim et al., 2009), por medicdo fluorimétrica (Douillaedal.,
2009) ou ainda por marcacéao radioactiva dos séirsithores (Westermaet al., 1998).

As medicOes de fluorescéncia, que sao nao invasipasmitem determinar 0 momento
em que existe maior concentracdo de fotossensitidiznos tumores, podem permitir
optimizar o diagndstico e a terapia. No entantta escnologia ndo é suficientemente
precisa para conhecer a concentracdo em cada @gadp uma boa alternativa a
marcacao radioactiva dos sensibilizadores (Westeanal., 1998). Westermanet al.
provaram que a marcacdo radioactiva de sensibidiead ndo altera as suas
propriedades fotoquimicas, nomeadamente comprimetdoonda de emissdo e de
absorcéo. Para além da andlise referida fica aiode perspectiva de estudos futuros a
investigacdo das condi¢cbes de optimizacdo do prtmode modo a compreender a
dependéncia da eficacia PDT da concentracdo ddbseaslor administrado, do
intervalo entre a administracéo e a irradiacaoeegea total de luz fornecida.

ApoOs os 12 dias déollow-up do tratamento fotodinamico, os animais foram
sacrificados tendo-se realizado a excisdo dos rarsglantes, o que permitiu a
realizacdo de alguns estudes vivo. Para cada tumor procedeu-se a analise de
viabilidade, do potencial de membrana mitocondziala concentracéo intracelular de
ROS por citometria de fluxo, utilizando a mesmaadelogia dos estudas vitro. Para

além disto procedeu-se ainda a analise histolam@oarecurso a coloracdo com H&E.
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Em relacédo a avaliacdo por citometria de fluxo pasimetros acima descritos nao se
verificaram diferencas entre os tumores dos rasirdas grupos tratados em relacao ao
grupo controlo. A maior parte das células analisagtecontraram-se viaveis e com a
membrana mitocondrial polarizada. Das células ridweeis verificou-se que a maior
parte estava em necrose, quer para 0S gruposdsatguer para o grupo controlo. Para
ambos o0s sensibilizadores também ndo se verificadifierencas na producéo
intracelular de ROS, havendo alias, uma tendénaia @ diminuicdo nos grupos
tratados. Esta auséncia de diferencas podera axphkcpelo facto de esta avaliacdo ter
sido realizada apenas 12 dias ap6és o tratamermtdifidmico, ou seja, aposfalow up
necessario a realizacao dos estudasvo.

A andlise histolégica confirmou que a principal d&a morte activada € a necrose.
Tendo em conta a geometria aproximadamente estisitamor, € comum a existéncia
de um ndcleo central de células ndo viaveis. Aglaglperiféricas tém um suprimento
sanguineo mais adequado, e por isso no nucleoeinégmente ocorrem células em
apoptose e/ou necrose e maioritariamente em sdwg&ipoxia (Abrantes, 2007). Nos
tumores do grupo controlo foi possivel identificeaste nucleo central de células néo
viaveis, que sofreram morte por necrose. A andliswlogica dos xenotransplantes
submetidos ao tratamento fotodindmico demonstrquresenca de células tumorais
viaveis apos o tratamento, apesar das extensasd@aecrose. Este resultado reforca a
necessidade de optimizar o protocolo em termo®deentracdo do sensibilizador e de
luz a aplicar. De qualquer modo, como perspectiard, seria interessante verificar a
extensdo de necrose tumoral por estudos de histometria.

Os resultado da andlise histologica vém corrobagiarhipétese postulada
anteriormente de que as células WIiDR, assim contdT&9, tém tendéncia a morrer

mais por necrose, devido a mutacao da p53 quene@iapoptose (Mikest al. 2007).
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Discussao

Para aléem destes resultados, outros estudos enfoigue utilizados sensibilizadores
com a estrutura de base clorina, revelaram porsaniistologica que € induzida morte
por necrose em xenotransplantes de adenocarcinamaectal (Hajriet al., 2002; Lim

et al., 2009).

A terapia fotodindmica baseada na utilizacdo dossis#izadores BBr2HPP e
BBr4dHPP tém a capacidade de induzir morte celular mecrose em células de
adenocarcinoma colo-rectal vitro e in vivo. Os sensibilizadores estudados exibem
pelo menos algumas das caracteristicas de fotosdiegagores ideais. Tém uma banda
de absorcdo forte a comprimentos de onda relativeembngos, sdo eficazes na
formacao de oxigénio singleto nas condi¢cOes esagladhao apresentam citotoxicidade
intrinseca (no escuro) em concentracdes terap8utiDa seguimento dos animais
injectados ndo deu evidéncias de que tenham efseosndarios nas concentracdes
administradas e mostrou que tém efeito fotodindmsignificativo em doses
relativamente baixas. Os resultados das exper&gcia conduziram a esta dissertacéao
apontam, no entanto, para a necessidade de apapfurdta investigacao,
particularmente, ao nivel da biodistribuicdo e facotinética dos sensibilizadores,

assim como a optimizacéo do protocolo de tratamento
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