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Resumo

A terapia fotodindmica (PDT) é uma das grandes areas da investigacdo no que diz
respeito a descoberta de novos medicamentos antineoplasicos. Esta também tem sido
explorada para outras aplicagdes, como o tratamento de doencas virais, bacterianas,
dermatoldgicas e arteriosclerose. A grande vantagem da PDT na clinica é inatividade
bioldgica do fotossensibilizador (PS) no escuro. Assim apenas a zona irradiada apresenta
efeitos terapéuticos, diminuindo os efeitos colaterais. A PDT é constituida por 3 variaveis
diferentes, sendo estas o PS, dose de luz administrada e oxigénio. Para tal, existe a
constante procura de novos PS, tentando otimizar a eficécia e seletividade destes.

Neste projeto procurou-se estudar as caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas, bem
como o comportamento in vitro de novos fotossensibilizadores derivados da porfirina.
Este trabalho teve um foco maior na forma neutra da porfirina a estudar, porém também
foram realizados alguns estudos na sua forma dicationica e em clorinas similares.

A porfirina neutra apresentou um elevado tempo de vida do estado tripleto, comparado
a outras porfirinas. Para solugBes saturadas em azoto de DMSO, 12 (us) = 89, de etanol
2 (us) =53 e em etanol arejado o tempo de vida do estado tripleto baixou para tr (Us) =
0,41.

Em relagdo ao rendimento quantico do oxigénio singleto, ®A = 1,05 em DMSO e ®A
= 0,70 em etanol. O valor em DMSO ¢€ de 1 dentro da incerteza experimental.

Nos estudos in vitro a porfirina neutra (5,10-(di—2-(1-metil)imidazol)porfirina)
apresentou uma rapida internalizacdo por parte da linha celular CT26, sendo que 1 minuto
ap6s o composto ser administrado, a amostra ja apresentava cerca de 20% do sinal
observado as 24h. Aos 5min este é cerca de 50%. Este sinal continua a crescer
gradualmente até a 1h de incubacdo onde o valor é similar com o das 24h. Também foi
observado que a clorina neutra (5,10-(di—2-(1-metil)imidazol)clorina) apresenta um perfil de
internalizagdo similar. Ja a porfirina (5,10-(di-2-(1,3-dimetil)imidazol)porfirina) e clorina
dicationicas  (5,10-(di-2-(1,3-dimetil)imidazol)clorina) ~ demostraram  uma  baixa
internalizag&o por parte da linha celular CT26.

Nos estudos de citotoxicidade a porfirina cationica ndo apresentou toxicidade entre a
3,125 uM e 50 pM, tal como a clorina dicationica. A porfirina e clorina neutra apresentam

alguma toxicidade nas concentracdes mais elevadas, sendo porfirina neutra a mais toxica.



Na fototoxicidade para concentragdes de 5 e 10 puM, a diferenca entre 6 e 10 J/cm? ndo é
significativa, na porfirina neutra, sendo a viabilidade celular cerca de 20 e 10%,

respetivamente.



Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is one of the great areas of research regarding the
discovery of new anticancer drugs. It is also used for other applications, such as the
treatment of viral, bacterial, dermatological and arteriosclerosis diseases. One of the great
advantages of PDT, in the clinic, is the biological inactivity of the photosensitizer (PS) in
the dark. Thus, only the irradiated zone has therapeutic effects, reducing side effects. PDT
is made of 3 different variables, these being the PS, light dose and oxygen. Therefore,
there exists a constant search for a new PS, with the aim to optimize their effectiveness
and selectivity.

In this project, we sought to study the photochemical and photophysical
characteristics, as well as the in vitro behavior of new porphyrin-derived photosensitizers.
This work had a greater focus on the neutral form of the porphyrin, but some studies were

also carried out on its dicathionic form and on similar chlorins.

The neutral form porphyrin had a long triplet state lifespan compared to other
porphyrins. For the nitrogen saturated DMSO solutions , 2 (us) = 89, ethanol 9 (us) =
53 and for ethanol exposed to the oxygen the lifespan of the triplet state decreased to tr
(us) =0,41.

In relation to the quantum yield of singlet oxygen, ®A = 1.05 in DMSO and ®A = 0.70
in ethanol. The value of DMSO is 1 within experimental uncertainty.

In in vitro studies, neutral form porphyrin (5,10-(di—2-(1-methyl)imidazol)porphyrin)
showed rapid internalization by the cell line CT26. One minute after the compound was
placed, the sample already showed about 20% of the signal observed at 24h. At 5min this
is already about 50%. This signal continues to grow gradually until 1h of incubation
where the value is similar to that at 24h. A similar internalization profile was also
observed in the neutral form chlorin (5,10-(di—2-(1-methyl)imidazol)chlorin). Dicationic
porphyrin  (5,10-(di-2-(1,3-dimethyl)imidazol)porphyrin) and chlorin  (5,10-(di-2-(1,3-

dimethyl)imidazol)chlorin), on the other hand, showed low internalization by the cell line.

In cytotoxicity studies, cationic porphyrin did not show toxicity between 3,125 uM and
50 pM, as did dicathionic chlorine. Neutral form porphyrin and chlorin showed some

toxicity at higher concentrations, with the porphyrin being the most toxic.



In phototoxicity, at concentrations of 5 and 10 puM, the difference between 6 and 10 J/cm?
Is not significant, in the neutral porphyrin, with cell viability being around 20 and 10%,

respectively.
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Abreviaturas

PDT: Terapia fotodinamica

PS: Fotossensibilizador

DMSO: Dimetilsulfoxido

DMEM: Dubbelco’s Modified Eagle’s Medium
UV-Vis: Espectroscopia de absor¢do Ultravioleta-Visivel
ROS: Espécies recativas de oxigénio

TPP: 5,10,15,20-tetrafenilporfirina

PBS: Tampdo fosfato-salino

SO: Estado fundamental

S1: Estado excitado

ISC: Cruzamento Intersistemas

T1: Estado tripleto

VR: Relaxamento vibracional



1. Introdugdo

1.1 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica (PDT) é uma técnica pouco invasiva, com aplicacdes na
clinica, que consiste na interacdo entre luz, um fotossensiblizador (PS) e oxigénio de que
resulta a geracdo fotoquimica de espécies reativas de oxigénio (ROS). Alguns exemplos
da utilizacdo desta é em tratamentos antineoplasicos, doencas virais, bacterianas,

dermatoldgicas e doencas autoimunes como artrite reumatoide. 4

1.1.1 PDT na Historia

A utilizacdo de luz com forma de tratamento médico remota a varias civilizagdes
antigas como a egipcia, grega, romana e chinesa. Esta técnica era centrada na exposi¢do
do corpo a luz solar, sendo entdo denominada na altura como helioterapia. Durante o
século 19, médico suico Arnold Rikli voltou a reintroduzir a utilizacéo de exposicao solar
como tratamento para doencas crénicas e outras desordens funcionais. Rikli é assim
considerado o pioneiro no que consideramos atualmente como fototerapia moderna.

Ja a utilizacdo de fotossensiblizador no processo fotodindmico foi estudado por Oscar
Raab em 1898. Raab examinou os efeitos da luz e de pigmentos em paramécia. O PS
usado foi a acridina e verificou-se que na presenca de luz e acridina tinha uma eficacia
maior na morte da paramécia do que quando esta era usada individualmente ou quando o
PS era primeiro exposto a luz inicialmente e s depois adicionado a paramécia. Desta
forma foi possivel concluir que a luz ativava a acridina, matando a paramécia.

Posteriormente VVon Tappeiner continuou a pesquisa de Raab, juntamente com
dermatologista Jesionek, utilizando eosina como fotossensiblizador no tratamento do
cancro da pele. Em 1904, von Tappeiner e Jodlbauer reportaram que a presenca de
oxigénio era requerida no processo de fotossensibilizagdo. Por fim, em 1907 von
Tappeiner referiu-se ao termo terapia fotodindmica como o processo de
fotossensibilizacdo dependente de oxigenio.

Atualmente, porfirinas e os seus diferentes derivados sdo o grupo de fotossensiblizador
mais estudados e utilizados na terapia fotodinamica. Estas possuem uma diversa gama de

comprimentos de onda onde a luz ¢é absorvida, incluindo a janela fototerapéutica de 650-



800nm. Scherer, em 1841, descobriu a primeira porfirina enquanto realizava estudos com

sangue, sendo esta a hematoporfirina. [

1.1.2 Fundamentos da PDT

Os fotossensibilizadores, quando eletronicamente excitados, transferem um eletréo
para o oxigénio molecular ou outras espécies aceitadoras de eletrdes presentes, levando a
formacdo de superoxidos e radicais (reacdo do tipo I). Podera também ocorrer a
transferéncia de energia eletronica para o oxigénio no estado fundamental , formando
oxigénio singleto (reacdo do tipo I1).

Inicialmente no processo fotodindmico, ocorre a absor¢édo de um fotdo ao comprimento
de onda apropriado, originando a producdo de uma espécie do PS num estado
eletronicamente excitado (S1), este possui um tempo de vida reduzido. O PS pode entédo
decair para o estado fundamental (SO) emitindo luz, por fluorescéncia ou por cruzamento
intersistemas (ISC) converter para um estado tripleto (T1) onde ocorre o relaxamento
vibracional (VR). No estado T1, as moléculas tém um maior tempo de meia-vida,
permitindo que ocorram as reacdes do tipo | ou Il, sendo podem voltar ao estado SO por
processos néo radiativos ou fosforescéncia. (Figura 1).

Singlet excited state

L N
— Type 1 reaction
o R 1505, 0, HO'
o
Oxidative stress
- iy Triplet excited state
PS A
W —  1sc
P ¥ Cellular damage
Absorption ¥ :
i 1+ Fluorescence | 1 iPhosphorescence |
Vi E - 03‘ Cell death
i X I'ype Il reaction
PS : 1:'* I » ¢
& ‘ TY— Apoptosis or Necrosis

Ground state

Figura 1. Digrama de Jablonski. (Tzerkovsky, Dmitr 2018)
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Assim nas reacdes tipo | existe a transferéncia de um eletrdo ou atomo de hidrogénio
do PS, no estado tripleto, para substratos celulares formando radicais livres. Estes irdo
interagir com o oxigénio molecular presente formando espécies reativas de oxigénio
(ROS). Entre estas encontra-se o superoxido (¢O2-), peroxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxilo (OH¢). Os ROS causam entdo dando oxidativo ao sistema biologico.

Na reacao tipo 11, existe transferéncia de energia diretamente entre o PS e 0 oxigénio
molecular. Desta reacdo resulta a formacéo de oxigénio singleto in situ. Uma vez que o
oxigeénio singleto € muito reativo e tem um tempo de vida curto, este ird reagir com as
moléculas na sua proximidade. Uma vez que a reacdo tipo Il consiste na transferéncia de
energia entre PS e oxigénio, o PS exibe caracteristicas cataliticas, podendo voltar a
originar oxigenio singleto desde que haja a presenca de luz e oxigénio.

No sistema biologico, apesar de ambas as rea¢fes poderem ocorrer, uma costuma
dominar em detrimento da outra. Apesar da reacdo Il ser considerada a principal
responsavel pelo dano nas células, fatores como as caracteristicas do PS e a presenga de
oxigénio/substratos celulares poderdo influenciar.

Devido a grande variedade de utilidades para a PDT, é necessaria a escolha adequada

do fotossensiblizador a utilizar, como também a irradiacgo. (101

1.1.3 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (PS) sdo entdo moléculas biologicamente inativas no escuro,
sendo ativadas apds excitacdo de luz. Idealmente, estes possuem um pico de excitacdo
entre 0s 650 a 850 nm, onde os tecidos bioldgicos sdo mais transparentes a luz. A primeira
geracdo de PS a serem utilizados eram derivados da hematoporfirina, exemplos sendo
Photofrin®. Estes fotossensibilizadores apesar de terem um pico onde absorvem naregido
do vermelho, onde esta € foto-ativa, este é de fraca intensidade. Também possuem uma
baixa seletividade para o tecido tumoral. Estes fotossensibilizadores apresentavam
problemas em relacdo a pureza da substancia, ndo sendo possivel isolar a principal
substancia ativa.

Para melhorar alguns dos problemas dos PS de 1% geracdo, foram sintetizados
derivados de porfirinas reduzidas como clorinas e bacterioclorina, ftalocianinas,
nartolocianinas e benzoporfirinas. As vantagens das clorinas e bacterioclorinas é que estas
apresentam uma banda de absorcdo intensa na regido do vermelho (Clorinas 660-690 e

Bacterioclorinas 730-760). As ftalocianinas e naftalocianinas apresentam uma banda
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intensa entre 670 nm e 820 nm, também na zona do vermelho. Ja as benzoporfirinas tem
uma boa seletividade para células neoplésicas.

Assim, algumas das caracteristicas importantes num PS séo:

* Pico de absor¢do na zona do vermelho (A>650 nm), aumentando a penetracao
nos tecidos biologicos;

* Baixa toxicidade na auséncia de luz ;

* Fotoestabilidade;

* Soluvel em sistemas biologicos;

* Seletividade para o alvo terapéutico;

* Sintese facil com um elevado rendimento e alta puridade;

* Elevado rendimento de oxigénio singleto ou produ¢ao de ROS;

* Nao mutagénico e ndo genotdxico.

A eficécia do fotossenssibbilizador é entdo dependente da dose de luz utilizada, a sua

estrutura quimica e a habilidade de se ligar ao alvo terapéutico. (14171

1.1.3 Porfirinas

As porfirinas sdo caracterizadas pelo seu macrociclo aromatico, composto por 20
atomos de carbono e 4 atomos de azoto. O anel porfirinico é assim constituidos por 4
anéis pirrolicos ligados entre si por pontes metilénicas. O macrociclo contém 22 eletrdes
7, dos quais 18 participam no sistema deslocalizag¢do (Figura 2) o que obedece a regra de

Hiickel (4n+2 eletrdes m) para a aromaticidade.

Figura 2. Sistema de deslocalizacao da porfirina.



As duas ligacbes duplas que ndo participam no sistema deslocalizagdo podem ser
reduzidas dando origem a novos macrociclos tetrapirrolicos, sendo que uma reducdo leva

a formacéo de uma clorina e duas reducdes a bacterioclorina (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica da porfirina, clorina e bacterioclorina (Esquerda para
a direita.)

Em relacdo a absorcdo, as porfirinas apresentam uma banda de absorcdo intensa na
regido do visivel (400-450nm) designada de banda Soret e quarto bandas de menor
intensidade (500-700nm), chamadas bandas Q (Figura 4). As bandas sdo influenciadas
pelos grupos substituintes presentes diferentes no caso de metaloporfirinas, ido metélico
no meio do macrociclo.

Para detetar a emissao de fluorescéncia, a porfirina é excitada no comprimento de onda
correspondente a banda Soret. Os espectros sdo compostos por duas bandas na regido do
vermelho, aproximadamente entre os comprimentos de onda de 650 e 720nm (Figura 4).
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Figura 4. Espectro de Absorcdo e Emissdo da TPP. (Uttamlal, Mahesh 2008)



Ja as clorinas e bacterioclorina apresentam bandas de absorc¢éo intensa entre os 600-

690 nm e 730-760 nm, como ja foi referido anteriormente (Figura 5). [18-20]
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Figura 5. Espectros de absor¢do da porfirina, clorina e bacterioclorina
(Hamblin, Michael 2016).



2. Secgdo experimental

2.1 Objetivos e plano de trabalho

Com o objetivo de avaliar o potencial da porfirina sintetizada como fotossensiblizador
€ necessario estudar esta em relacao as suas interagcdes com a luz e o0 seu comportamento
no sistema bioldgico. Este trabalho teve um foco maior na forma neutra da porfirina,
porém também foram realizados alguns estudos na sua forma dicationica e realizadas
algumas comparac6es a uma clorina similar.

O PS neutro, 5,10-(di-2-(1-methyl)imidazol)porphyrin, foi entdo submetido a uma
série de ensaios fotoquimicos e fotofisicos de forma a caracterizar este. A partir 0s
espectros de absorcdo e fluorescéncia, além de estudar os picos de absor¢do e emissao, €
possivel calcular o coeficiente de absortividade molar e rendimento quantico de
fluorescéncia, respetivamente.

Em relacdo as espécies reativas de oxigénio, foi utilizada a fotolise por relampago e a
fosforescéncia resolvida no tempo para determinar o tempo de vida do oxigénio singleto
e o tempo de vida do estado tripleto.

Nos estudos in vitro com a linha celular CT26, foi testada a velocidade de
internalizacdo dos quatro PS, de forma a comparar a internalizacao da forma neutra versus
a forma cationica, como também entre a porfirina e a clorina.

Através da microscopia confocal, foi estudado o comportamento do PS neutro na
primeira hora de internalizacéo, ao fim de 24 horas e o PS também ao fim de 24 horas.
Os quatro fotossensibilizadores foram analisados em relacdo a sua toxicidade na auséncia
de luz. Ja as porfirinas também foram testadas para fototoxicidade a diferentes doses de

luz.

2.2 Secgao Experimental

2.2.1 Reagentes

Os reagentes comerciais foram utilizados diretamente, ndo tendo sido efetuadas

purificagOes adicionais destes.



Reagentes: Dimetilsulfoxido (DMSO) Sigma Aldrich; Etanol (Et) Sigma Aldrich;
Dubbelco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM); Tampao fosfato-salino (PBS) Biomed,
HEPES Sigma Aldrich; Bicarbonato de sédio Sigma Aldrich; Penicilina Sigma Aldrich;

Tolueno Sigma Aldrich; Tripsina; alamarBlue™ (Resasurina) Invitrogen.

2.2.2 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores utilizados nestes estudos foram preparados pelo grupo de
Quimica Medicinal do Centro de Quimica de Coimbra. As estruturas das porfirinas
utilizadas encontram-se nas figuras 6 e 7.
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2.2.3 Ensaios Fotofisicos e Fotoquimicos

2.2.3.1 Coeficiente de absortividade molar

Foram preparados dois stocks do PS, massa iniciais diferentes, para 1mL de DMSO.
A solucdo Al e A2 foram diluidas para um volume de 3mL DMSO para uma
concentracéo final de 9,80 x 10° M e 8,00 x 10® respetivamente. As solucdes foram
novamente diluidas em 5 solucdes diferentes, volume final 3mL DMSO (A1-1: 240 pL,
140uL, 100puL, 50uL, 12uL; A2-1: 195uL, 135uL, 75uL, 30uL, 15uL). A absorvancia
das solucdes foi medida dentro dos comprimentos de onda 300nm e 700nm (Perkin Elmer
LambdaTM 25).

Utilizando o etanol como solvente, os stocks foram diluidos para o volume de 3mL,
com concentragdes 7,35 x10° e 7,20 x10°. Das duas solugBes, 5 diluicdes foram
preparadas para analise (Al-2: 30 pL, 20pL, 15uL, 10uL, 2uL; A2-2: 30 pL, 20uL,
15pL, 10pL, 2pL), volume final 3mL. Leituras feitas dentro dos 300 e 700 nm.

2.2.3.2 Rendimento quantico de fluorescéncia

Para determinar o rendimento quéntico de fluorescéncia, foram preparadas 4 solucdes
de PS (Abs: 0,2, 0,1, 0,01, 0,001) em DMSO e Etanol. Como Referéncia, solucdes de
TPP (5,10,15,20-tetrafenilporfirina), em tolueno, foram utilizadas (Abs: 0,1 e 0,01).

As solugbes foram excitadas a 415 nm e a emissdo recolhida entre 600 e 800 nm no
fluorimetro (HORIBA Scientific FluoroMax® 4). Duas experiéncias independentes

foram realizadas.

2.2.3.3 Rendimento Quantico Oxigénio singleto

A quantificacdo do rendimento quantico do oxigénio singleto do PS foi determinada a
através da medicdo da sua fosforescéncia resolvida no tempo . Como referéncia foram
utilizadas solucdes de fenalenona, em DMSO e Etanol. Em relacéo ao PS, também foram
preparadas duas solucbes (DMSO e Etanol). Os espectros de absor¢cdo molar foram
recolhidos em 300 e 700 nm (Perkin Elmer LambdaTM 25).



Usando um equipamento de fotolise, o PS é excitado a 355 nm e a fosforescéncia do
oxigénio singleto recolhida a 1270 nm. Espetros das solu¢bes foram recolhidos com
energias do laser entre 2 e 10.

2.2.3.4 Tempo de vida do estado tripleto

O tempo de vida do estado tripleto foi determinado através de fotolise por relampago.
De forma a comparar o tempo de vida em diferentes solventes, solugbes de PS foram
preparadas em DMSO e Etanol. Os espectros foram retirados entre os 300 e 700 nm, em
intervalos de 10 nm. Para as solucdes sem a presenca de oxigénio, estas foram saturadas
em azoto e foram retirados 5 espectros de cada solugdo. Foram realizadas duas

experiéncias independentes.

2.2.4 Ensaios In Vitro

2.2.4.1 Linhas celulares

Os estudos em vitro foram realizados utilizado as linhas celulares CT26 (carcinoma
colorretal) e U20S GFP/Golgi (Osteossarcoma com marcacdo do complexo de Golgi
através da proteina fluorescente GFP). Estas foram mantidas em DMEM, a uma
temperatura controlada de 37°C, 5% CO2 e 95% de humidade.

2.2.4.2 Internalizagao do fotossensibilizador

Os estudos de internalizacdo do PS foram realizados utilizando a linha celular CT26.

Inicialmente sdo plaquedas 40.000 células em placas de 24 pocos, para um volume
final de ImL de meio de cultura. O stock de fotosensibilizador foi preparado em DMEM,
para uma concentracdo final de 2,5 uM, tendo em consideracgdo que o volume de DMSO
inferior a 1%. Ap0s 24 horas, o meio de cultura é aspirado e adicionam-se 500 pL do
stock de PS. Cada codicdo foi testada em triplicado. As células foram incubadas em
diferentes intervalos de tempo. Ap6s o tempo de incubacdo, os pocos foram lavados 2 a
3 vezes com 500 pL de PBS. Para destacar as células foram utilizados 250 pL de tripsina
e estas foram transferidas para uma placa U-Shape de 96 pocos, sendo centrifugadas

durante 5 minutos, a 1200 rpm. Apds o sobrenadante ser descartado, as células sédo
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incubadas com 250uL PFA 4%, durante 30 minutos a temperatura ambiente e protegido
da luz. A placa é novamente centrifugada a 1200 rpm, durante 5 minutos e o sobrenadante
é novamente descartado. Lavar uma vez com PBS e resuspender as células em 200 uL de
PBS. Proteger da luz a 4°C até a analise por citometria.

No citometro (NovoCyte® 3000 + NovoSampler® Pro, ACEA Bioscience), as
amostras foram excitadas a 405 nm e o filtro utilizado de 675/30. A intensidade da
fluorescéncia foi recolhida dentro do gate apropriado, tendo como condigdes de paragem

a utilizacdo dos 200 uL de amostra ou 10.000 células dentro do gate.

2.2.4.3 Microscopia Confocal

Foram plagueadas 20000 células U20S GFP/Golgi em placas de 8 pocos, para um
volume final de 300 pL. Solucdes stock do PS neutro e dicatiénico foram preparadas,
com concentragdes de 25 uM. Apds 24 horas, sdo adicionadas as solucdes de PS a dois
pocos diferentes.

Aspirar e lavar as células com PBS (24 horas de incubacdo) e colocar 300 pL de meio.

Na microscopia confocal, as amostras foram exitadas a 405 nm e recolhidas a
comprimentos de onda superiores a 630 nm.

A internalizacdo do PS neutro foi avaliada durante a primeira hora de incubagéo (tempo
(minutos): 0, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 30, 40, 50, 60).

2.2.4.4 Citotoxicidade do fotossensibilizador

A citotoxicidade foi testada na linha celular CT26. Inicialmente foram plaqueadas
20.000 células em placas de 96 pocos para um volume final de 200 uL de meio de cultura.
A placa foi guarda na estufa durante 24h a 37°C e 5% de CO2. Foram preparados stocks
dos fotosensibilizadores para as diferentes concentragdes (concentragdes 50 uM, 25 uM,
12,5 UM, 6,25 pM, 3,125 uM), tendo em consideracdo a percentagem de DMSO, inferior
a 1%. Para cada concentragdo foram realizados triplicados. Apos 24 horas, 0 meio de
cultura foi aspirado e as células incubadas com 100 pL de fotosensibilizador durante 24h.
Apos incubacdo, lavar os pocos com PBS entre 2 e 3 vezes. A viabilidade celular foi
avaliada passadas 24h com resazurina, apos incubagéo desta entre 1 a 3 horas. Ler a placa.

Duas experiéncias foram realizadas independentemente.
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2.2.4.5 Fototoxicidade do fotossensibilizador

Similar as experiéncias de citoxicidade, a fototoxicidade do PS foi testada na linha
celular CT26. Inicialmente foram plaqueadas 20.000 células em placas de 96 pogos para
um volume final de 200 pyL de meio de cultura. A placa foi guarda na estufa durante 24h
a 37°C e 5% de CO2. Foram preparados stocks dos fotosensibilizadores para as diferentes
concentragdes (10 uM, 5 uM, 1 uM, 0,5 uM ), tendo em consideracdo a percentagem de
DMSO, inferior a 1%. Apo6s 24 horas, o meio de cultura foi aspirado e as células
incubadas com 100 pL de fotosensibilizador. No caso do PS neutro este foi incubado
durante 1h e o PS dicationico 24h. Apds incubagdo, 0s pocos sao lavados 2 a 3 vezes com
PBS e as células irradiadas com doses de luzes diferentes (1J/cm?, 6J/cm? e 10J/cm?). A
viabilidade celular foi avaliada passadas 24h com resazurina, ap6s incubacao desta entre

1 a 3 horas. Ler a placa. Duas experiéncias foram realizadas independentemente.
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3. Resultados

3.1 Espectros UV-Vis em DMSO

Na Figura 8, encontram-se 0s espectros UV-Vis da porfirina neutra e da porfirina
dicationica, no qual se observaram as seguintes bandas: Soret aos 409/401 nm, QIV aos
503/500 nm, QII aos 537/536 nm, QIl aos 574/573 nm e QI aos 627/625 nm,
respetivamente. Pode-se assim observar um desvio do espectro para esquerda da porfirina
dicationica em relacéo a porfirina neutra.
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Figura 8. Espectro UV-Vis, normalizado, da Porfirina Neutra e Dicatinica em DMSO.

3.1.1 Coeficiente de Absortividade molar em DMSO

O coeficiente de absortividade molar foi determinando a partir da lei de Beer-Lambert
(A=¢lc). Nas figuras 9 e 10 encontra-se os espectros UV-Vis da porfirina neutra em
DMSO, com absorvancias entre os 0,01 e 0,1.

A Lei de Beer-Lambert s6 pode ser utilizada se ocorrer um aumento linear da
absorvéancia da amostra em relacdo a sua concentracdo. Logo, caso ocorre-se a agregagao
da porfirina, 0 € ndo poderia ser calculado.
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Figura 9. Espectros UV-Vis da solugio A1-1 Figura 10. Espectros UV-Vis da solugao A2-1
A partir dos dados obtidos nos espectros UV-Vis é calculado o coeficiente de
absortividade molar através da reta de regressdo linear (Figuras 11 e 12). No caso da
figura 11, os pontos correspondentes as concentragdes mais elevadas ndo foram tidos em
consideracao (linha vermelha), de forma que a reta intersete o eixo do Y no O (linha preta).
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Figura 11. Reta de regressao linear da solugdo Al-1.

Concentragdo (mol.dm-3)

Figura 12. Reta de regressao linear da solugdo A2-1.

O valor do coeficiente de absortividade molar obtido foi de € (409) = 1631435 +

20205,5 M tcm™ em DMSO.
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Absorvancia (u.a.)

3.1.2 Coeficiente de Absortividade molar em Etanol

O mesmo processo foi repetido, mudando o solvente de DMSO para Etanol. Neste

solvente, a porfirina neutra apresentava o pico da banda Soret a 401 nm. Foram assim

obtidos os espectros UV-Vis das Figuras 13 e 14 e os graficos de regressdo linear nas

figuras 14 e 15. Mais uma vez, um ponto estatistico foi excluido de forma que a reta

intersete o0 eixo do Y no O.
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Figura 15. Reta de regressao linear da solugdo Al-2
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Figura 14. Espectros UV-Vis da solucdo A2-2
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Figura 16. Reta de regresséo linear da solugdo A2-2

O valor do coeficiente de absortividade molar obtido foi de £ (401) = 166132 + 26198

M~tcm™ em etanol.
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3.2 Espectros de Fluorescéncia

Na Figura 17, encontram-se 0s espectros de emisséo da porfirina neutra em DMSO e
etanol. As amostras foram excitadas a 415 nm e a emisséo recolhida de 600nm a 800 nm.
A porfirina neutra em DMSQO apresenta dois picos de emissdo 635 nm e a 697 nm. Jaem
etanol estes valores desviam-se para 630 nm e 695 nm. A porfirina dicationica tem como

picos de emissdo 640 nm e 685 nm.
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Figura 17. Espectro de emisséo, normalizado, da porfirina neutra em DMSO e Etanol

3.2.1 Rendimento quantico de fluorescéncia
Para calcular o rendimento quantico de fluorescéncia foi utilizada a TPP, em tolueno,
como referéncia. Esta tem um valor de ®F de 0,11. As solucdes foram excitadas a 415,

onde o TPP e a porfirina neutra, em DMSO e etanol, absorvem (Figura 18).
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Figura 18. Espectro UV-Vis da TPP e Porfirina.
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O rendimento quantico de fluorescéncia foi calculado através da seguinte equacéo:

@:‘I'RX

Int 1—10"1r p?
Intg 1 -104 ng?

Onde @ ¢ o rendimento quantico, Int a area sob 0 pico de emissdo, A a absorvanciae o n

é o indice de refracdo do solvente. O R subscrito é referente aos valores da referéncia a

utilizar. A figura 19 demostra a relacdo entre a absorvancia das solugfes analisadas com

0 O calculado.
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Figura 19. Rendimento quantico de fluorescéncia em fungdo da absorvancia.

Como esperado, o ®F mantam-se constate ao longo da absorvancia. Um decaimento

deste com a absorvancia é indicativo de agregagdo da molécula.

Os valores finais de ®F foram calculados através da média das experiéncias, em

DMSO e etanol. Em DMSO, ®F da porfirina neutra foi 0,1597+0,0058 e em etanol

0,0843+0,00231.
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3.3 Rendimento Quantico Oxigénio Singleto

O rendimento quéantico do oxigénio singleto foi determinado através do decaimento da
fosforescéncia do oxigénio singleto. O PS foi excitado a um comprimento de onda de 355
e a emisséo recolhida a 1200 nm. Como referéncia foi utilizada a fenalenona, pois esta
apresenta elevados valores, @A > 0,94, em diferentes solventes.

Dos espectros de emissao, foram retirados os valores da constate de decaimento

exponencial para cada energia do utilizada.
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Figura 20. Decaimento exponencial

Foram construidos os graficos de regressao linear entre a energia do lazer e a
intensidade do decaimento para o tempo t=0. Os pontos a vermelhos ndo foram
considerados para os calculos.
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Figura 21. Reta de regresséo linear, fenalenona em DMSO. Figura 22. Reta de regressdo linear, porfirina neutra em
DMSO.
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Figura 23. Reta de regressao linear, fenalenona em Figura 24. Reta de regressdo linear, porfirina neutra em
etanol. DMSO.

O rendimento quantico foi calculado utilizando a mesma férmula da fluorescéncia,
porém em vez de ser utilizada a area sob a curva de emissao, foi usado o declive das retas
de regressao.

Para a solugdo em DMSO, a porfirina neutra teve um @, de 1,05 e em etanol de 0,70.

O valor em DMSO ¢ igual a 1 dentro da incerteza experimental.

3.4 Tempo de Vida do Tripleto

Para a quantificacdo do tempo de vida do estado tripleto, foi realizada uma média
dos valores obtidos através do decaimento exponencial dos espectros, a diferentes
comprimentos de onda. A porfirina neutra, em DMSO, apresentou um tempo de vida do
tripleto de 89 ps nas solucGes saturadas em azoto. Em etanol, os tempos de vida foram de

0,41 ps, na presenga de ar, e 53 us em azoto.
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Figura 25. Decaimento exponencial do estado tripleto, 440 nm, com tempo de
vida 1,02 x10° segundos.
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3.5 Internalizacao do fotossensibilizador

Os dados de internalizacdo dos fotossensibilizadores foram obtidos através de

citometria de fluxo. As amostras foram excitadas a 405 e a emissdo recolhida a 675/30
nm.

3.5.1 Porfirina Neutra

Em relacdo a porfirina neutra, esta apresentou uma rapida internalizacdo por parte
da linha celular. Em geral, no apds 1 minuto de incubacdo, a amostra ja apresentava cerca
de 20% do sinal observado as 24h. Aos 5min este é cerca de 50%. O sinal continua a

crescer gradualmente até a 1h de incubacdo onde o valor é similar com o das 24h (Figura
26).
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Figura 26. Representacdo grafica do sinal obtido em funcdo do tempo de incubacdo, em trés
experiéncias diferentes (1a -1c), como o0s respetivos histogramas (2a — 2c). Porfirina Neutra.
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3.5.2 Clorina Neutra

A clorina neutra apresenta um gréfico do mesmo perfil da porfirina neutra, onde o sinal

aumenta gradualmente até a 1 hora, sendo este valor semelhante as 24 horas (Figura 27)
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Figura 27. Representagdo gréafica do sinal obtido em funcéo do tempo de incubacéo e respetivos
histogramas. Clorina Neutra.
3.5.3 Porfirina Dicatidnica
Apesar de apresentar um aumento gradual entra o controlo e o tempo de incubagdo as
24 horas, este chega a ser cerca de 4 vezes menor que o sinal apresentado pela porfirina
neutra durante o primeiro minuto de incubacéo (Figura 28).
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Figura 28. Representacdo grafica do sinal obtido em funcdo do tempo de incubacdo e respetivos histogramas.
Porfirina Dicationica.
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3.5.4 Clorina Dicatidnica

Internalizacdo da clorina cationica € muito reduzida, uma vez que o sinal do

controlo é comparavel ao sinal ao fim de 24 horas (Figura 29).
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Figura 29. Representacdo grafica do sinal obtido em funcéo do tempo de incubacao e respetivo histograma.
Clorina Dicationica.

3.6 Microscopia Confocal

3.6.1 24horas

A presenca do fotossensiblizador dentro das células foi confirmado por microscopia
confocal. E possivel observar a fluorescéncia emitida pela porfirina neutra ao fim de 24
horas. (Figura 30). No caso da porfirina catidnica, o sinal é mais difuso nas células e
apresenta uma menor intensidade. Em relacdo a sua localiza¢do, ambas apresentam uma

baixa intersecdo com o marcador do complexo de Golgi.

Figura 30. Microgréaficos fluorescentes — a: controlo; b: porfirina neutra; porfirina cationica.
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3.6.2 1 hora

Como podemaos observar através das imagens, as células apresentam sinal da porfirina
neutra, apenas 1 minuto apds incubacdo (Figura 31). Comprovando assim a rapida
internalizacdo do PS. Em relacdo a intensidade do sinal, este mantém valores similares
durante os primeiros 20 minutos, aumentando apenas aos 30 min e gradualmente até aos
60 minutos.

Comparando com a porfirina neutra as 24h, estas aparentam ter localizac6es diferentes

dentro célula.

1 min

5 min 7 min

10 min 14 min 16 min 18 min

12 min

20 min 50 min

Figura 31. Micrograficos fluorescentes - Porfirina Neutra At = 60 minutos.
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3.7 Citotoxicidade

No que diz respeito a toxicidade dos fotossensibilizadores no escuro, a porfirina neutra
ndo apresenta toxicidade significativa até aos 12,5 uM. Aos 25 pM esta teve uma
viabilidade de 60% porém o valor encontra-se com um erro associado de 20%. Por fim
aos 50 uM, a viabilidade era apenas de 30%.

A clorina neutra também ndo apresentou toxicidade até aos 12,5 UM e para os valores
de 25 uM e 50 uM a viabilidade celular foi de 80% e 60%, respetivamente. Sendo assim
menos toxica que a porfirina neutra.

A porfirina e clorina dicatidnicas ndo apresentara toxicidade até aos 50 pM,

possivelmente devido a baixa internalizacdo (Figura 32).
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Figura 32. Viabilidade Celular, na linha celular CT26, de diferentes fotossensibilizadores.

3.8 Fototoxicidade

A porfirina cationica mais uma vez ndo apresentou sinais de toxicidade no meio
celular, para um tempo de incubagéo de 24 horas (Figura 33).
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Figura 33. Viabilidade Celular, na linha celular CT26, Porfirina Cationica.

A porfirina neutra ndo apresentou toxicidade para as células nas duas menores
concentracgdes, nas 3 doses de luzes diferentes. Para a concentracdo de 5 puM, a dose de 1
Jlem? ndo apresentou toxicidade porém em 6 e 10 J/cm?, a viabilidade celular foi cerca
de 17% e 25% respetivamente. Por fim, para uma concentragdo de 10 uM, 1 J/cm? teve
uma viabilidade de 35%, 6 J/cm? de 3% e 10 J/cm? de 10%. E de notar que em relagao as
concentracdes de 5 e 10 pM, a diferenca entre 6 e 10 J/cm? ndo € significativa, ndo sendo
necessario entdo aumentar a dose de luz para ter o mesmo efeito terapéutico (Figura 34).

140

B Jicm?
120 - I 6 Jiem?
[_]10 Jiem?
=X 100 A
T
)
© 80
O
Q
8
8 60+
'150
s 40
20 ~ I
0 . . . .
Contolo 0,5uM 1uM 5uM 10 uM
Concentragao

Figura 34. Viabilidade Celular, na linha celular CT26, Porfirina Neutra
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4. Discussao

A otimizacdo da eficacia e seletividade de fotossensibilizadores, para a utilizagdo em
terapia fotodindmica, € uma das areas de constante pesquisa na tecnica. O
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores permite ndo s6 uma melhoria nos
tratamentos antineoplasico, como também em outras terapias como doencas virais e
microbianas.

Os fotossensibilizadores estudados neste trabalho foram testados contra células
cancerigenas, porém estes poderdo vir a ter usos noutras areas de interesse.

Em relacéo as caracteristicas dos fotossensibilizadores estudados. A porfirina neutra
e dicationica, em DMSO, apresentaram picos maximos de absorcdo a 409 e 401 nm,
respetivamente. Uma vez que a janela terapéutica se encontra entre 650 a 850 nm, as
porfirinas irdo ser excitadas no comprimento da banda QI. Este é um dos principais
problemas na utilizag&o de porfirinas na terapia fotodindmica. A baixa absor¢éo na banda
QI leva a maiores tempos de irradiacdo para a geracdo das mesmas doses de ROS. Uma
das alternativas para otimizar este parametro é a utilizacdo de derivados como as clorinas
e bacterioclorinas, ja que estas apresentam picos de elevada absor¢cdo dentro da janela
terapéutica. Considerando que ndo existem mudancas significativas em outros parametros
importantes, com a alteracdo da estrutura da molécula, o estudo de derivados é importante
na otimizacdo do fotossensibilizador. A cerca do valor do coeficiente de absortividade
molar, apesar do pico da Soret em etanol se deviar para a esquerda em relacdo a solucao
em DMSO, este ¢ similar entre os dois solventes. O valor obtido foi de € (409) =163143,5
+20205,5 M lcm™ em DMSO e € (401) = 166132 + 26198 M 1cm™* em etanol.

A eficacia do fotossensiblizador também depende da sua capacidade de formacéo de
espécies reativas de oxigénio. A porfirina neutra apresentou elevados valores de
rendimento quantico do oxigénio singleto, em DMSO e etanol, comparando com outros
fotossensibilizadores da literatura 221, Estes valores foram de ~1 em DMSO e 0,70 em
etanol. Para a porfirina em DMSO, o valor obtido tera erros associados, como erros
experimentais, o facto que a experiéncia foi realizada apenas 1 vez. A presenca de outros
fendomenos, como fluorescéncia onde o rendimento quéantico foi de 0,1597+0,0058 em
DMSO, permite afirmar que o valor de 1,05 possui erros associados. J& em etanol, o valor
do rendimento quantico de fluorescéncia foi de 0,0843+0,00231. Mesmo tendo em

consideracdo os possiveis erros associados ao valor da solu¢cdo em DMSO, é possivel
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afirmar que a porfirina neutra € um fotossensibilizador eficaz no que diz respeito a
producdo de oxigenio singleto.

O outro fator que influéncia a producgéo de espécies reativas de oxigénio é o tempo de
vida do estado tripleto. Fotossensibilizadores com maiores tempos de vida tém um maior
intervalo para interagir como substratos celulares ou oxigenio presente. Neste parametro,
a porfirina neutra € extremamente eficaz uma vez que os tempos de vida do estado tripleto
encontram-se na ordem de grandeza dos microssegundos, comprando com 0S
nanossegundos de outros fotossensibilizadores da literatural??l. Na presenca se oxigénio,
as solugdes tiveram um tempo de vida de 0,41 ps. Quando as solucBes foram saturadas
em azoto, estes valores aumentaram para 89 ps, em DMSO, e 53 ps, em etanol. Desta
forma, também é possivel verificar que existe interacdes entre 0 oxigénio presente e o
fotossensibilizador, uma vez que o tempo de vida aumenta quando este € retirado.

Nos estudos in vitro, foi possivel observar diferencas na internalizacdo dos
fotossensibilizadores neutros estudados em relacdo aos fotossensibilizadores
dicatiénicos. Na porfirina neutra, 1 minuto ap6s administracdo do fotossensiblizador, ja
era possivel observar-se cerca de 20% do sinal observado as 24h, demostrando rapida
internalizacdo do fotossensibilizador pela linha celular utilizada, CT26. Aos 5 minutos
este aumentou para cerca de 50%, continuando a crescer gradualmente até a 1 hora de
internalizacdo, onde o valor se mantém constante até as 24 horas. Um perfil de
internalizacdo similar foi observado para a clorina neutra, demonstrando que o0s
fotossensibilizadores estudados apresentavam rapidas internalizacGes, nas condicdes
estudadas. Uma das possibilidades para a rapida internalizacdo do fotossensibilizador é
se esta for realizada através de transporte ativo. Estudos futuros associados ao consumo
de ATP seriam necessarios de forma a provar a hipotese de transporto ativo. A presenca
de carga nos fotossensibilizadores estudados também parece ser um fator limitante para
a sua internalizacdo. Na porfirina e clorina dicationica, o valor obtido ao fim de 24 e 48
horas de internalizag&o dos fotossensibilizadores era similar ao valor emitido por células
ndo expostas ao fotossensibilizador. Em relacdo a estudos futuros, além dos estudos de
transporte ativo, também seria importante comparar a internalizagdo em diferentes linhas
celulares, para avaliar como esta varia na presenca de células de constituicdes diferentes,
como também comparar a internalizacdo de diferentes atropisomeros do
fotossensibilizador, uma vez que a localizagdo espacial dos atomos da molécula pode

afetar a internalizacdo, principalmente no caso de se tratar de transporte ativo.
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A presenca do fotossensibilizador dentro das células foi confirmado por microscopia
confocal. No caso da porfirina neutra esta apresenta um sinal definido ao fim de 24 horas,
ja o sinal da porfirina catidénica é mais difuso e apresenta uma menor intensidade. Desta
forma os resultados foram coerentes com aqueles obtidos através de citometria de fluxo.
Em relacdo a sua localizacdo na célula, ambos fotossensibilizadores apresentam uma
baixa intersecdo com o marcador do complexo de Golgi utilizado. A utilizacdo de
diferentes marcadores podera ser utilizada do futuro para se localizar exatamente o
fotossensibilizador e também a diferentes tempos de incubacéo.

Por fim, os estudos in vitro de citotoxicidade e fototoxicidade sdo cruciais para a
determinacdo do potencial do fotossensibilizador. Em relacdo a porfirina e clorina
dicatidnicas, estas ndo apresentaram toxicidade até a concentracdo méxima testada de 50
M. A baixa toxicidade das moléculas pode ser justificada com a sua baixa internalizacao
por parte das células. No caso da porfirina neutra, esta ndo apresentou toxicidade
significativa no escuro até a concentracdo de 12,5 UM e para a concentracdo maxima
estudada de 50 UM, a viabilidade foi de apenas 30%. Comparando com a clorina neutra
que também ndo apresentou toxicidade significativa até aos 12,5 uM, porém para 50 UM,
a viabilidade foi de 60%, o dobro em relacdo a porfirina neutra. Desta forma, é possivel
concluir que a clorina € menos tdxica no escuro.

Na fototoxicidade, mais uma vez a porfirina dicationica ndao apresentou toxicidade para
as concentracdes de fotossensibilizador e dose de luz testadas. Podemos concluir que a
porfirina dicationica ndo é um fotossensibilizador ideal para a terapia antineoplasica,
porém podera ser usada em outros estudos como antimicrobianos, devido a carga da
molécula.

A porfirina neutra ndo apresentou fototoxicidade nas duas concentracdes mais baixas
testadas, nas diferentes doses de luz. Na concentragdo de 5 pM, a linha celular ndo
apresentou toxicidade para a dose de 1 J/cm?, porém utilizando 6 e 10 J/cm?, a viabilidade
celular foi cerca de 17% e 25% respetivamente. Por fim, para uma concentracdo de 10
1M, 1 J/cm? teve uma viabilidade de 35%, 6 J/cm? de 3% e 10 J/cm? de 10%. Desta forma
foi possivel observar que ndo ocorreu mudancas significativas entre 6 e 10 J/cm?, nas

concentragdes de 6 e 10 J/cm? testadas.
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5. Conclusao

Este trabalho procurou estudar diferentes fotossensibilizadores em relagdo as suas
caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas, como também as suas intera¢cbes no meio
bioldgico.

Em termos de fotossensibilizador, a porfirina neutra apresentou como vantagens um
tempo de vida do estado tripleto na ordem dos microssegundos. Muitas das porfirinas
referidas na literatura apresentam tempos de vida na ordem dos nanossegundos. Ao passar
mais tempo no estado tripleto, aumenta a probabilidade de formacédo de espécies reativas
de oxigénio. Esta também apresentou um elevado rendimento quantico de oxigénio
singleto permite uma alta formagé&o deste in situ.

Também a rapida internalizacdo deste pelas células podera ser utilizado, ndo sé para
tratamentos antineoplésicos, como também outros tipos de PDT como antimicrobiana e
viral.

Porém este apresenta uma grande desvantagem, sendo esta o baixo pico de absorcao
na janela foto terapéutica. Para tal, é necessario a utilizacdo de maiores tempos de
irradiacao.

O desenvolvimento de clorinas e bacterioclorina com base nesta porfirina neutra,
deverd aumentar a absorcdo no vermelho e no infravermelho. Como ja foi provado neste
trabalho que uma clorina neutra de estrutura similar também apresentou uma réapida
internalizacdo nas células, sendo menos citotdxicas para células no escuro. No futuro,
sera interessante estudar a sua fototoxicidade.

Em relacdo a forma catidnica, a baixa internalizacdo e falta de fototoxicidade, tornam
este tipo de fotossensibilizadores pouco interessantes para na terapia antineoplésica.
Porém, é sabido que fotossensibilizadores dicationicos sdo particularmente interessantes
em PDT antimicrobiana pelo que € promissor realizar estudos de foto-inativacdo de
bactérias com estes fotossensibilizadores.?4

Também estudos futuros sobre a localizagdo exata do PS dentro da célula a varios
intervalos de tempo e sobre 0 mecanismo de internalizagdo celular excecionalmente
répido, poderdo esclarecer sobre as propriedades dos farmacos que facilitam a permeacao
de membranas celulares. O conhecimento dessas propriedades podera expandir o dominio

das moléculas capazes de atingir alvos terapéuticos dentro das células.
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