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RESUMO 

 

 

 A terapia fotodinâmica (PDT) é uma terapia emergente não invasiva para o 

tratamento do cancro e de outras doenças não-neoplásicas, que envolve a administração de 

um agente fotossensibilizador seguida de irradiação num local específico, levando à produção 

de espécies reativas de oxigénio que irão conduzir à morte celular. Embora já existam 

diversos fotossensibilizadores bem sucedidos disponíveis no mercado, todos apresentam 

algumas limitações e, portanto, continua a existir espaço para o desenvolvimento de novos 

agentes fotossensibilizadores.  

O nosso grupo desenvolveu uma nova classe de bacterioclorinas, que apresentam as 

características de um fotossensibilizador ideal. Um composto em particular, o F2BMet, 

mostrou-se extremamente eficiente in vitro e já foi possível verificar a cura total e 

permanente de tumores CT26 implantados subcutaneamente no flanco de ratinhos BALB/c. 

Para uma compreensão mais detalhada do comportamento do fotossensibilizador no 

organismo realizaram-se ensaios de biodistribuição em ratinhos BALB/c. 

 A maior limitação associada à PDT registada até ao momento é a fotossensibilidade 

cutânea prolongada após o tratamento, que no caso do Photofrin® pode durar 4-6 semanas. 

Para avaliar a fotossensibilidade cutânea que o F2BMet pode causar realizou-se um estudo 

em ratos Wistar. Os resultados obtidos, ainda que preliminares são bastante satisfatórios, 

principalmente quando comparados com os resultados obtidos num estudo similar efetuado 

com o Foscan®, que mostram que a fotossensibilidade cutânea produzida pelo Foscan® uma 

semana após a sua administração é comparável com a reação obtida com a nossa 

bacterioclorina três dias depois da sua administração. Considerando que o uso do Foscan® 

requer proteção da luz solar e de luzes artificiais fortes durante 15 dias após a administração 

do fármaco, estimamos que com o F2BMet este período possa ser reduzida para cerca de 

metade do tempo. 

  



	   

ABSTRACT 

 

 

 

 Photodynamic therapy (PDT) is an emerging non invasive treatment for cancer and 

other non-malignant diseases, which involves the administration of a photosensitizing 

compound followed by light irradiation on a specific site, generating reactive oxygen species 

that will lead to cell death. Although there are already some well-succeeded photosensitizers 

in the market, they all show some limitations. So there is still space for the development of 

new photosensitizing agents.  

Our group developed a new class of bacteriochlorin molecules, which present the 

ideal properties of a photosensitizer. A particular compound, F2BMet, proved to be highly 

efficient in vivo and it was also possible to verify the complete and permanent cure of BALB/c 

mice with subcutaneously implanted CT26 colon tumors in a single PDT session. To achieve 

a better comprehension of this photosensitizer behavior in the organism, we performed 

some biodistribution tests using BALB/c mice.  

 The major problem associated to PDT identified until now is the prolonged skin 

photosensitivity that can last 4 to 6 weeks, just as it happens in the case of Photofrin®. To 

see the cutaneous photosensitivity that F2BMet can produce, we realized a study using 

Wistar rats. Our preliminary results are quite satisfactory when comparing them with the 

results from a similar study performed with Foscan®. This latter study results showed that 

the level of skin photosensitivity produced by Foscan®, one week after the administration, is 

comparable to the skin photosensitivity elicited by our bacteriochlorin 3 days after its 

administration. And considering that the use of Foscan® requires direct sunlight or bright 

indoor light protection for 15 days after injection, we estimate that with our bacteriochlorin 

this period can be reduced up to half of the time. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Cancro  

 

 O termo “cancro” é o nome genérico dado a um grupo de doenças, que se 

caracterizam por um crescimento e divisão celular descontrolados (Figura 1) podendo, 

eventualmente, passar por um processo de metastização, isto é, o alastramento do tumor a 

outros órgãos. O processo de desenvolvimento do cancro desencadeia-se através da 

transformação de uma única célula, geralmente através de alterações causadas no seu ADN, 

quer através da exposição a agentes carcinogénicos, como o tabaco, o álcool, as radiações 

ultravioleta, quer através de uma infecção por algum tipo de vírus, bactéria ou parasita 

(American Cancer Society, 2012; WHO, 2012). Embora a maioria dos cancros sejam 

esporádicos existe uma percentagem que resulta de causas hereditárias; sabe-se, por 

exemplo, que mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 estão associados a um elevado risco de 

desenvolvimento de cancro da mama e de ovário (Ford et al., 1998; Risch et al., 2001; NCI, 

2009). 

 

 

 

  

 

Figura 1 – Diagrama representativo do crescimento celular descontrolado que conduz à formação de um 

tumor (adaptado de CancerHelp UK, 2011). 
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O cancro é a principal causa de morte nos países desenvolvidos e a segunda principal 

causa de morte nos países em desenvolvimento (Jemal et al., 2011) e, segundo o projeto 

GLOBOCAN 2008 desenvolvido pela International Agency for Research on Cancer (IARC), 

durante o ano de 2008, cerca de 12,7 milhões de novos casos de cancro foram 

diagnosticados e 7,6 milhões de mortes derivaram do cancro, o que representa 

aproximadamente 13% de todas as mortes ocorridas nesse ano. Embora sendo já um valor 

extremamente elevado, baseado nas taxas de crescimento populacional, no envelhecimento 

e no aumento da adopção de comportamentos de risco, a IARC projeta que em 2030 o 

número de novos casos diagnosticados anualmente aumente para aproximadamente 

21,4 milhões e que o número de mortes como consequência do cancro aumente para 

13,1 milhões, o que representará um aumento de aproximadamente 72% relativamente a 

2008 (Ferlay et al., 2010).  

 

1.1.1. Tratamento do cancro 

 

 Atualmente existem várias terapias disponíveis para o tratamento do cancro, como a 

cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia, a imunoterapia, ou ainda combinações destas. 

Embora o progresso científico tenha propiciado mais conhecimento na área da oncologia, 

proporcionando o desenvolvimento de novas terapias mais direcionadas, a maioria destas 

apenas demonstraram ligeiras diferenças comparativamente aos tratamentos existentes, e a 

taxa de sobrevivência dos doentes com cancro, exceptuando nos casos de detecção precoce 

da doença, continua a ser baixa (Ferlay et al., 2010; Agostinis et al., 2011). 

 

1.2. Terapia Fotodinâmica 

 

 A terapia fotodinâmica (PDT) é uma terapia pouco invasiva e muito promissora, 

especialmente indicada para o tratamento de vários tipos de cancro e de outras doenças não 

neoplásicas (Castano, Demidova & Hamblin, 2005; Nowis et al., 2005a; Robertson, Hawkins 

& Abrahamse, 2009). Esta terapia baseia-se em três componentes essenciais (Figura 2): um 

fotossensibilizador (PS), luz e oxigénio molecular (O2), sendo que nenhum deles é tóxico 

isoladamente.  
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Figura 2 – Conceito geral da terapia fotodinâmica.  

 

A PDT pode ser considerada um procedimento de três etapas (Figura 3): após a 

administração tópica ou sistémica do agente fotossensibilizador, segue-se um período de 

distribuição e acumulação no tecido alvo e posterior irradiação com luz de intensidade e 

comprimento de onda adequados (Hooper, 2000; Cramers et al., 2003; Allison & Sibata, 

2010); na presença de oxigénio dá-se a formação de espécies reativas de oxigénio (ROS), 

altamente tóxicas, e que induzem à morte celular (Agostinis et al., 2011), quer por necrose 

e/ou apoptose das células tratadas, quer através da danificação da rede vascular tumoral 

(Krammer, 2001) e estimulação da resposta inflamatória local (Castano, Mroz & Hamblin, 

2006).  

 

 

Figura 3 – Administração tópica ou sistémica de um fotossensibilizador, biodistribuição do composto pelo 

organismo e acumulação seletiva no tumor. Após o período de acumulação inicia-se a irradiação (adaptado de 

Agostinis et al., 2011). 
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1.2.1. PDT versus tratamentos convencionais 

 

 Os tratamentos oncológicos convencionais – a quimioterapia, a radioterapia e a 

cirurgia, apesar de se terem mostrado eficazes em inúmeros casos, apresentam muitos 

efeitos secundários e, por vezes, não permitem uma recuperação total. Portanto, é evidente 

a necessidade de desenvolver terapias mais eficazes. A terapia fotodinâmica tem o potencial 

de responder a algumas destas necessidades. Embora sendo ainda uma terapia a emergir, é já 

uma modalidade clínica aprovada para o tratamento de vários tipos de cancro.  

A PDT trata-se de um tratamento especialmente atrativo pela elevada seletividade 

que apresenta, devido à localização preferencial do fotossensibilizador no tumor e ao facto 

da irradiação ser condicionada a um local específico. Embora esta característica seja 

extremamente vantajosa nos casos de identificação precoce do tumor, é também uma 

limitação da técnica, já que esta se torna ineficaz no tratamento de metástases 

(Robertson, Hawkins & Abrahamse, 2009; Agostinis et al., 2011), a principal causa de morte 

nos doentes com cancro (WHO, 2012). No entanto, com o intuito de contornar/minimizar 

esta limitação, há investigação em curso focada em promover a indução da resposta 

imunitária no organismo afetado (Agostinis et al., 2011). A PDT pode ser usada em conjunto 

com as terapias convencionais sem comprometer a sua eficácia (Moan & Berg, 1992; 

Hsi, Rosenthal & Gamlin, 1999). Até ao momento não foram detectados quaisquer tipo de 

efeitos secundários graves e, verificou-se, ainda, uma óptima capacidade de regeneração dos 

tecidos tratados, possivelmente devido à não danificação do tecido conjuntivo 

(Bonnett, 1999; Brown, Brown & Walker, 2004), o que torna a PDT uma terapia ideal para 

doentes com cancro de pele.  

Nenhum dos fotossensibilizadores atualmente aprovados mostraram acumular-se no 

núcleo da célula e, portanto, há um risco reduzido de danificação do ADN e, 

consequentemente, menor probabilidade de se criar resistência a esta terapia. A PDT tem 

sido também usada como tratamento paliativo, no qual o principal objectivo é a redução do 

tamanho do tumor e alívio dos sintomas, de modo a aumentar a esperança e qualidade de 

vida do doente terminal (Bonnett, 1999; Nowis et al., 2005a). Por fim, outra vantagem 

significativa desta técnica é o facto de o tratamento poder ser realizado fora do ambiente 

hospitalar e sem necessidade de equipamentos extra, o que se reflete numa redução de 

custos quer para o doente quer para o hospital, além de poder vir a ser uma óptima 

alternativa para o tratamento do cancro nos países em desenvolvimento (Allison, 2005).  
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A principal limitação registada até ao momento é a prolongada fotossensibilidade 

cutânea, que inicialmente durava várias semanas mas, atualmente, com o desenvolvimento 

dos novos fotossensibilizadores e a utilização de veículos para a administração dos mesmos, 

tem sido reduzida e poderá mesmo, eventualmente, deixar de ser uma limitação da terapia 

(Hooper, 2000; Cramers et al., 2003; O’Connor, Gallagher & Byrne, 2009; Paszko et al., 

2011). 

 Obviamente a terapia fotodinâmica não pode substituir inteiramente todos os 

tratamentos convencionais mas, em todo o caso, deveria constar como uma opção adicional 

e não apenas ser considerada como último recurso ou nem sequer ser considerada uma 

opção. 

 

1.3. Fotossensibilizadores 

 

Os fotossensibilizadores mais estudados para aplicação em terapia fotodinâmica são 

porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas (Nyman & Hynninen, 2004; Dąbrowski et 

al., 2012).  

 

 

 

 

 

Figura 4 – Estrutura geral das porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas (Ethirajan et al., 2011). 

 

O fotossensibilizador é um elemento crucial na PDT. Este deve apresentar 

idealmente um conjunto de características importantes; são elas (Pushpan et al., 2002; Allison 

et al., 2004; Nyman & Hynninen, 2004; Huang, 2005):  

(1) ser, preferencialmente, um composto puro e estável; 

(2) ser solúvel em água ou num solvente inofensivo para o organismo; 
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(3) apresentar uma grande de absorção entre 700-800 nm, pois os fotões de 

comprimento de onda inferior a 600 nm penetram pouco profundamente nos 

tecidos e os fotões de comprimentos de onda superiores a 800 nm não são 

absorvidos por corantes com energia suficiente para excitar o oxigénio ao seu 

estado singuleto e gerar um rendimento substancial de ROS; 

(4) não deve causar toxicidade no escuro e deve apresentar uma rápida taxa de 

eliminação do organismo; 

(5) mostrar seletividade para as células tumorais; 

(6) favorecer um intervalo curto entre a administração e a irradiação. 

  

O uso de um agente fotossensibilizador combinado com a luz foi registado pela 

primeira vez em 1900, quando Oscar Raab descobriu, acidentalmente, que a acridina era 

letal para as paramécias na presença de luz. Mais tarde Von Tappeiner e Jesionek 

descreveram um método de tratamento de cancro de pele através da utilização conjunta de 

eosina e luz solar (Ackroyd et al., 2001; Dougherty, 2002). No entanto, nessa altura, a falta 

de fotossensibilizadores e fontes de luz adequados fizeram com que a PDT não adquirisse 

relevância clínica, mas despertou o interesse de alguns grupos que continuaram a investigar 

nessa área. A situação começou a mudar de panorama na década de 70 com o isolamento da 

hematoporfirina (HP) e com a síntese dos seus derivados (HPD). Em 1993, o Photofrin®, 

uma mistura de monómeros, dímeros e oligómeros de hematoporfirina, foi aprovado para 

aplicação em terapia fotodinâmica, pela Canadian Health Agency. Esta foi a primeira aprovação 

conseguida na área da PDT, sendo um marco importantíssimo na sua história. Em 1998, o 

Photofrin® conseguiu aprovação pela FDA para o tratamento de vários tipos cancros e, 

atualmente,  está aprovado em muitos países e para diversos tipos de lesões tumorais 

(Dougherty et al., 1998; Castano, Demidova & Hamblin, 2004; Desroches et al., 2006; 

Agostinis et al., 2011). 

 Embora o Photofrin® continue a ser o fotossensibilizador mais utilizado 

mundialmente, este apresenta certas desvantagens, como a prolongada fotossensibilidade 

cutânea e a absorção de radiação relativamente baixa aos 630 nm. Inúmeras tentativas de 

criar fotossensibilizadores mais eficazes que o Photofrin® têm sido feitas. Na década de 90, 

surgiram aqueles que foram denominados por “fotossensibilizadores de segunda geração”, e 

que eram quimicamente puros, altamente eficientes, seletivos e seguros, mas ainda geravam 

fotossensibilidade, ainda que por períodos inferiores ao Photofrin®. Alguns conseguiram 
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aprovação, como são exemplos o Levulan,  aprovado em 1999, e o Foscan®, aprovado em 

2001 (Agostinis et al., 2011) 

 Apesar do notável progresso relativamente à terapia fotodinâmica, a necessidade de 

fotossensibilizadores mais eficientes que sejam quimicamente puros, menos fototóxicos, com 

maior especificidade para os tecidos alvo e que absorvam a luz mais intensamente na região 

próxima do infravermelho, continua por ser preenchida.  

 

1.3.1. Bacterioclorinas 

 

 As bacterioclorinas apresentam propriedades que as tornam muito atrativas para 

aplicação na terapia fotodinâmica, como a grande absorção de luz na zona fototerapêutica 

(720 - 900 nm), tempos de vida longos no estado de tripleto e a capacidade de gerar ROS 

em rendimentos elevados. No entanto, o seu uso na fotomedicina tem sido limitado devido 

à falta de estabilidade que apresentam (Mroz et al., 2010; Dąbrowski et al., 2012). As 

bacterioclorofilas e as bacteriofeofitinas são exemplos de compostos naturais que 

apresentam uma excelente absorção acima dos 720 nm, mas a sua instabilidade é bem 

conhecida. No entanto, compostos sintéticos análogos, como as tetrafenilbacterioclorinas 

mantêm a capacidade de absorção na zona próxima do infravermelho, mas a sua utilização 

continua limitada pela elevada susceptibilidade de fotodegradação (Pereira et al., 2010). No 

entanto, as tetrafenilbacterioclorinas halogenadas apresentam uma fotostabilidade notável e 

as sulfonamidas correspondentes combinam a estabilidade com uma grande capacidade de 

acumulação celular (Dąbrowski et al., 2012). Recentemente, surgiu um novo 

fotossensibilizador derivado de uma bacterioclorofila, o Tookad® (palladium-

bacteriopheophorbide), que apresenta os requisitos de um fotossensibilizador ideal (Vakrat-

Haglili et al., 2005) e, atualmente, encontra-se em ensaios clínicos de fase III (US National 

Institute of Health, 2012).   
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1.3.1.1. F2BMet 

 

 O nosso grupo desenvolveu uma nova classe de bacterioclorinas que apresentam as 

características de um fotossensibilizador ideal: pureza, estabilidade, o scale up da síntese é 

possível e economicamente viável, produção de 1O2 em rendimentos elevados, inexistência 

da toxicidade na ausência de luz e em concentrações 

clinicamente relevantes, absorção de luz a 750 nm, o 

que permite que a luz chegue a lesões mais profundas, 

e que se têm mostrado eficientes in vitro e in vivo 

(Pereira et al., 2010). 

 O F2BMet (5,10,15,20-tetrakis(2,6-fluoro-3-N-

methylsulfamoylphenyl)bacteriochlorin) (Figura 5) é o 

composto principal, tendo-se mostrado 

extremamente eficiente in vitro e in vivo foi possível registar a cura total e permanente de 

tumores CT26 implantados subcutaneamente do flanco de ratinhos BALB/c, em uma única 

sessão de terapia fotodinâmica. 

  

Figura 5 – Estrutura do F2BMet.  
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1.4. Objectivo da Tese 

 

O presente trabalho descrito neste Tese está inserido num projeto que consiste, 

fundamentalmente, no desenvolvimento de novos compostos fotossensibilizadores para 

aplicação em terapia fotodinâmica, para o tratamento de cancro.  

O trabalho desenvolvido foca-se num único composto, o F2BMet, e divide-se em duas 

partes:  

- a primeira parte teve como objectivo traçar o perfil farmacocinético do F2BMet 

em vários órgãos de ratinhos BALB/c, ao longo tempo;  

 

- a segunda parte do trabalho consistiu num ensaio para a avaliação da 

fotossensibilidade cutânea, a principal limitação da terapia fotodinâmica, causada 

por exposição a luz proveniente de um simulador solar, em ratos Wistar. 

  



	  10 

  



	   11 

 

 

CAPÍTULO 2 

METODOLOGIA 

 

 

2.1. Determinação do perfil farmacocinético do F2BMet em 

ratinhos BALB/c 

 

2.1.1. Modelo animal 

 Todos os procedimentos, desde o manuseamento à eutanásia, foram realizados de 

acordo com as normas estabelecidas pela Federação Europeia de Associação de Ciências em 

Animais de Laboratório (FELASA). 

 Ratinhos da estirpe BALB/c, fêmeas, foram adquiridos com 8 semanas de idade 

(Charles River Laboratories®, Barcelona, Espanha) e mantidos num regime de 12 h de luz e 

12 h de escuro, com acesso a comida e água ad libidum.  

 

2.1.2. Inoculação do tumor 

 Células tumorais CT26 foram cultivadas em monocamada em meio de cultura DMEM, 

e suplementadas com 10 mM de tampão HEPES, 10% (v/v) de soro fetal bovino, 25 U/mL de 

penicilina e 25 mg/mL de estreptomicina; cresceram a 37 ºC numa atmosfera humidificada 

com 5% de CO2. As células CT26 (~1x106) foram colocadas em 0,1 mL de PBS e implantadas 

subcutaneamente no flanco direito de cada ratinho BALB/c. Todos os reagentes foram 

adquiridos à empresa Lonza (Basileia, Suiça). 
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2.1.3. Fármaco 

 O composto foi sintetizado pelo Departamento de Investigação Química da Luzitin, 

S.A. (Coimbra, Portugal).  

 

2.1.4. Administração do fármaco 

 O composto (1 mg/kg) foi administrado intravenosamente (i.v.) através da veia caudal. 

 

2.1.5. Intervalos entre a administração do fotossensibilizador e a necrópsia 

 Previamente foram estabelecidos determinados intervalos entre a administração do 

fotossensibilizador e o momento da necrópsia. Assim, foram organizados os seguintes 

grupos: 

G1: necrópsia 15 min depois da administração; 

G2: necrópsia 3 h depois da administração; 

G3: necrópsia 6 h depois da administração; 

G4: necrópsia 12 h depois da administração; 

G5: necrópsia 72 h depois da administração; 

G6: necrópsia 96 h depois da administração; 

 

 Após decorridos cada um destes intervalos, grupos de quatro animais foram 

anestesiados com uma mistura de quetamina e xilazina e eutanasiados por deslocamento 

cervical. Por cada animal recolheram-se as seguintes amostras: baço, coração, fígado, 

intestino, músculo, pele, pulmão, rim, tumor e sangue, as quais foram pesadas e armazenadas 

a -20 ºC até serem utilizadas. 

 

2.1.6. Extração do fármaco 

 Para proceder à extração do composto, cada amostra foi homogeneizada durante 

1 min com 900 µL de uma solução de etanol:DMSO, numa proporção de 75:25 (v/v) (Fischer 

Chemicals, Zurique, Suiça; Merck, Darmstadt, Alemanha), com o auxílio de um 

homogeneizador apropriado (Ystral Microshaft 6G). Após cada homogeneização, procedeu-
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se à centrifugação das amostras durante 1 min a 3.500 rpm e o sobrenadante foi recolhido. 

Ao pellet voltaram a juntar-se 900 µL da solução de etanol:DMSO e o procedimento repetiu-

se, num total de cinco vezes. Depois de recolhidos os sobrenadantes resultantes das cinco 

homogeneizações, ajustou-se o volume com a solução de etanol:DMSO de modo a perfazer 

um volume final de 5 mL. As amostras foram mantidas sob refrigeração até ao momento da 

sua utilização. 

 

2.1.7. Quantificação do fármaco 

 A quantificação do fármaco foi efetuada por fluorimetria (Horiba-Jovin-Yvon Spex 

Fluorog 3-2.2), usando uma cuvette de quartzo. As amostras foram excitadas a 517 nm e o 

espectro de fluorescência foi registado entre 700 – 800 nm.  



	  14 

2.2. Avaliação da fotossensibilidade cutânea provocada pelo 

F2BMet em ratos Wistar 

 

2.2.1. Modelo animal 

 Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas 

pela Federação Europeia de Associação de Ciências em Animais de Laboratório (FELASA). 

 O modelo animal escolhido foi o rato Wistar, fêmeas, (Charles River Laboratories®, 

Barcelona, Espanha) por ser o modelo mais frequentemente utilizado neste tipo de estudos 

e, desta forma, permitir uma melhor comparação de resultados. Os animais foram mantidos 

num regime de 12 h de luz e 12 h de escuro, com acesso a comida e água ad libidum.  

 

2.2.2. Fármaco e formulação 

 O composto foi sintetizado pelo Departamento de Investigação Química da Luzitin, 

S.A. (Coimbra, Portugal). 	  

 

2.2.3. Administração do fármaco 

 Os animais foram anestesiados com um mistura de quetamina e xilazina e o 

composto (1 mg/kg) foi administrado intravenosamente (i.v.) através da veia caudal. 

 

2.2.4. Exposição à luz solar 

 O dorso dos animais foi previamente depilado usando creme Veet®, sob anestesia. 

Em cada animal foram escolhidos quatro locais de 1 cm de diâmetro, afastados 1 cm entre 

eles, como se encontra representado na Figura 6, que foram expostos a luz proveniente de 

um simulador solar (~100 mW/cm2, Simulador Solar Oriel 150 W com filtro global AM 1.5) 

por períodos de 0 min, 5 min, 15 min e 30 min, respectivamente. Foram também definidos 

quatro intervalos distintos entre a administração do composto e a exposição à luz solar 

(DLI): 12 h, 24 h, 72 h e 168 h. Além destes grupos, existe um grupo controlo que foi 
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exposto à luz solar mas no qual não foi administrado o composto. Este procedimento foi 

adaptado a partir de Weersink et al. (2005) e Bovis et al. (2012). 

 

Figura 6 – Representação esquemática do dorso do animal com os locais e duração da irradiação 

devidamente assinalados (à esquerda). Demonstração real do processo de irradiação (à direita).  

 

2.2.5. Registo e avaliação de resultados 

 A avaliação dos resultados foi efetuada por observação, tendo em conta uma escala 

previamente definida por Weersink et al. (2005), e que se encontra exposta na Tabela 1. Os 

animais foram acompanhados até à sua recuperação total.  

 

Tabela 1 – Escala para a classificação dos efeitos provenientes da exposição à luz solar (Weersink et al., 2005). 

 Pontuação Observação 

0 Não observável 

1 Eritema ligeiro 

2 Eritema moderado 

3 Eritema severo 

4 Edema ligeiro 

5 Edema moderado 

6 Edema severo 

7 Edema + vesiculação 

8 Necrose 
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CAPÍTULO 3 

RESULTADOS 

 

 

3.1. Determinação do perfil farmacocinético do F2BMet em 

ratinhos BALB/c 

 

 Com o intuito de averiguar a farmacocinética e acumulação do fotossensibilizador 

nos diferentes tecidos de ratinhos BALB/c, foi determinada a concentração do 

fotossensibilizador em 10 tecidos diferentes, ao longo do tempo. Esta quantificação foi 

efetuada através da extração do composto das amostras recolhidas e posterior 

quantificação através da medição da fluorescência emitida. Os dados encontram-se expostos 

na Figura 7, mostrando a concentração relativa do composto em cada órgão, nos vários 

timepoints analisados. 

As concentrações mais elevadas de F2BMet foram medidas no fígado, baço e pulmão. 

As menores concentrações foram observadas em tecidos localizados na periferia, como a 

pele e músculo. 

A concentração de F2BMet encontrada no sangue atinge o seu auge logo 15 minutos 

após a administração i.v. do mesmo. Após esse momento a sua quantidade vai diminuindo 

gradualmente, sendo que 6 h após a sua administração cerca de 80% do composto já foi 

eliminado da corrente sanguínea. Às 72 h observa-se um ligeiro aumento da quantidade do 

composto no sangue. Estudos futuros poderão esclarecer se este aumento se deve a erros 

experimental ou se é resultado da circulação entero-hepática. 

 Relativamente ao tumor, a concentração mais elevada de F2BMet registou-se 3 h após 

o momento da sua administração e, após atingir este máximo, é lentamente eliminado do 

tecido, como se verifica nos outros tecidos analisados.  
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Figura 7 – Biodistribuição do F2BMet em ratinhos BALB/c com tumores CT26 implantados subcutaneamente 

no flanco direito. Os ratinhos foram eutanasiados em diferentes tempos após a administração i.v. do F2BMet 

(1 mg/kg) e a quantidade deste nos respetivos tecidos foi determinada por fluorescência e apresentada em 

função da razão entre a fluorescência emitida e a massa da amostra. Os dados apresentados representam 

média ± desvio-padrão, n=4. 
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Após obtenção das concentrações relativas de cada amostra, calcularam-se as razões 

tumor/pele e tumor/músculo, para os timepoints definidos, as quais de encontram expostas 

na Figura 8. Em ambos os casos verificou-se uma maior afinidade do fotossensibilizador para 

o tecido tumoral do que para a pele ou o músculo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Razões tumor/pele e tumor/músculo, em determinados timepoints, após administração i.v. de 

1 mg/kg de F2BMet. Os dados apresentados representam média ± desvio-padrão, n=4. 
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3.2. Avaliação da fotossensibilidade cutânea provocada pelo 

F2BMet em ratos Wistar 

 

 Grupos de ratos Wistar foram injetados com 1 mg/kg de F2BMet e expostos a luz 

proveniente de um simulador solar 12 h, 24 h, 72 h e 168 h após a administração do 

fotossensibilizador. Os animais foram observados diariamente até à sua recuperação total. 

As alterações na pele foram classificadas de 0 a 8, através de uma escala previamente 

definida, tendo em conta a intensidade da reação. 

 Os resultados obtidos 24 h após a irradiação estão sumarizados na Figura 9, na qual é 

possível visualizar que o F2BMet é susceptível de causar fotossensibilidade na pele após 

exposição à luz, em todos os períodos analisados. A reação mais intensa foi observada no 

período de irradiação mais longo (30 min) e 12 h após a administração do fotossensibilizador, 

resultando em edemas moderados (6), como se pode observar na Figura 10A. Nos locais 

que não foram irradiados diretamente não se verificou nenhuma alteração na pele (0), à 

semelhança do que foi possível observar no grupo controlo (Figura 12), onde também não se 

observou qualquer tipo de alteração após exposição dos animais à luz do simulador solar. 

Para os DLIs mais curtos (12 h, 24 h e 72 h), pode verificar-se que existe uma relação 

entre a intensidade da reação provocada na pele e a duração da irradiação (0 min a 30 min), 

sendo que à medida que o período de irradiação aumenta, a reação provocada também se 

torna mais intensa. No entanto, este facto já não é válido para o intervalo de 168 h, uma vez 

que para este período não se registaram diferenças significativas entre as reações 

provocadas nos diferentes tempos de irradiação. 
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Figura 9 – Grupos de ratos Wistar foram expostos a 0 min, 5 min, 15 min e 30 min de ~100 mW/cm2 de luz 

proveniente de um simulador solar, em intervalos de 12 h, 24 h, 72 h e 168 h após a administração intravenosa 

de 1 mg/kg de F2BMet. As observações foram efetuadas 24 h após a exposição e a classificação foi realizada de 

acordo com a escala visual previamente definida por Weersink et al., 2005. Os resultados foram representados 

em diagramas de extremos e quartis nas figura B, C e D.  

 

 

Nas Figuras 10 e 11 é possível visualizar o aspecto do dorso dos ratos Wistar 24 h 

após a exposição à luz do simulador solar, à exceção da Figura 11A, que traduz o aspecto do 

dorso do animal após 72 h da sua exposição à luz.  

 

 

 

 

 

 



	  22 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Aspecto do dorso de ratos Wistar expostos a luz proveniente de um simulador solar 

(~100 mW/cm2), após administração i.v. de 1 mg/kg de F2BMet. A: exposição 12 h após a administração do 

fotossensibilizador. B: exposição 24 h após a administração do fotossensibilizador. Os valores apresentados na 

figura correspondem à duração dos períodos de irradiação em cada um dos locais. Ambas as imagens reportam 

o aspecto do dorso dos animais 24 h após a exposição à luz. 

 

 

Figura 11 – Aspecto do dorso de ratos Wistar expostos a luz proveniente de um simulador solar 

(~100 mW/cm2), após administração i.v. de 1 mg/kg de F2BMet. A: exposição 72 h após a administração do 

fotossensibilizador. B: exposição 168 h após a administração do fotossensibilizador. Os valores apresentados na 

figura correspondem à duração dos períodos de irradiação em cada um dos locais. A fotografia A reporta o 

aspecto do dorso do animal 72 h após a exposição à luz, enquanto que a fotografia B reporta o aspecto do 

dorso do animal logo após 24 h da exposição à luz. 
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Figura 12 – Aspecto do dorso de ratos Wistar expostos a luz proveniente de um simulador solar 

(~100 mW/cm2), sem que lhes tenha sido administrado qualquer tipo de agente fotossensibilizador (grupo 

controlo). A fotografia reporta o aspecto do dorso 24 h após a sua exposição à luz. 

 

 Na Figura 13 encontram-se reunidos os dados relativos à progressão da reação 

observada nos animais, agrupados em função da duração do período de irradiação, durante 

os 30 dias de acompanhamento. Para os DLIs de 12 h e 24 h a reação máxima observada não 

é alcançada logo 24 h após a irradiação, verificando-se uma progressão gradual da 

intensidade da reação, chegando a haver necrose dos tecidos (8), nos casos de exposição 

durante 15 min e 30 min. No caso dos DLIs de 72 h e 168 h, as reações mais intensas foram 

obtidas 24 h após o período de irradiação. Os animais foram acompanhados durante 1 mês, 

após o qual todos tinham recuperado a sua pelagem normal. Durante este procedimento 

não se verificaram alterações significativas no peso dos animais. 
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Figura 13 - Grupos de ratos Wistar foram expostos a 0 min, 5 min, 15 min e 30 min de ~100 mW/cm2 de luz 

proveniente de um simulador solar, em intervalos de 12 h, 24 h, 72 h e 168 h após a administração intravenosa 

de 1 mg/kg de F2BMet, e acompanhados durante 30 dias. As observações foram efetuadas periodicamente após 

a exposição e a classificação foi realizada de acordo com a escala visual previamente definida por 

Weersink et al., 2005. Os resultados representam média±desvio-padrão. 
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CAPÍTULO 4 

DISCUSSÃO 

 

 

4.1. Determinação do perfil farmacocinético do F2BMet em 

ratinhos BALB/c 

	  

 Os ensaios de farmacocinética são importantes para fornecer informações acerca da 

absorção, distribuição, metabolização e eliminação de fármacos e outros agentes. Estes 

dados permitem modular o procedimento envolvido na terapia, de modo a conseguir uma 

optimização do mesmo e, assim, conseguir obter uma maior eficácia. 

 Todos os tecidos analisados mostraram presença de F2BMet, com as concentrações 

mais elevadas registadas no fígado e no baço, e as concentrações mínimas observadas nos 

tecidos periféricos, como é o caso da pele e do músculo.  

 Os resultados mostram que a maior concentração registada no sangue se verificou 

logo 15 min após a sua administração no organismo e que, 6 h depois aproximadamente 

80 % desta quantidade já foi eliminada da corrente sanguínea. O facto de se verificar uma 

elevada taxa de eliminação do fotossensibilizador permite-nos esperar que a reação de 

fotossensibilidade cutânea que este fotossensibilizador é susceptível de causar não seja muito 

severa durante longos períodos após a sua administração no organismo. 

 A concentração de fotossensibilizador no tumor rapidamente atinge o seu máximo 

(3 h após a administração), iniciando, a partir desse momento, uma diminuição gradual. O 

facto deste valor ser detectado tão cedo significa que a acumulação no tumor ocorre mais 

rapidamente no tecido tumoral do que nos outros órgãos, o que pode ser um dado 

importante no momento de optar pelo timepoint ideal para a irradiação do local a tratar, já 

que este momento deve ser escolhido em equilíbrio entre vários parâmetros. 
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 A medição das concentrações do fotossensibilizador nos outros órgãos também é 

importante para a terapia fotodinâmica, na medida que permite prever a exposição dos 

tecidos sãos. Neste estudo, as maiores concentrações de F2BMet, ao longo do tempo, foram 

encontradas no fígado, estando este facto intimamente ligado com o seu papel na eliminação 

e/ou metabolismo de fármacos do organismo. No entanto, o baço, os pulmões e o coração 

também apresentaram concentrações relativamente elevadas, ainda que bastante inferiores 

às registadas no fígado. Estes dados vêm corroborar os dados que mostram que os órgãos 

pertencentes ao sistema reticuloendotelial acumulam maiores concentrações de compostos 

fotossensibilizadores, uma vez que estes órgãos têm um papel ativo nas vias de eliminação de 

substâncias externas ao organismo, agindo como filtro imunológico do sangue (Gomer & 

Dougherty, 1979; Peng et al., 1995; Desroches et al., 2006; Bovis et al., 2012). 

A pele e o músculo mostraram uma cinética semelhante, embora os valores de 

F2BMet no músculo sejam, geralmente, aproximadamente metade dos valores registados 

para a pele. Embora nunca atingindo concentrações muito elevadas, a concentração de 

fotossensibilizador nestes tecidos mantêm-se relativamente estável ao longo do tempo, 

sugerindo que uma vez nestes tecidos o composto se difunde mais lentamente, dificultando a 

sua eliminação. 

 As razões tumor/pele e tumor/músculo são elevadas, atingindo valores máximos em 

timepoints próximos do momento de administração do composto. No entanto, ao longo do 

tempo, estas razões mantêm-se sempre elevadas, ou seja, acima de 1. Uma razão 

tumor/músculo elevada é particularmente importante na PDT, para minimizar os danos 

causados nos tecidos sãos presentes no campo de iluminação durante a terapia fotodinâmica. 

Já a razão tumor/pele também deve ser alta, já que, à partida, isso refletir-se-á positivamente 

na redução da fotossensibilidade cutânea. 
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4.2. Avaliação da fotossensibilidade cutânea provocada pelo 

F2BMet em ratos Wistar 

 

 A fotossensibilidade cutânea que surge após o tratamento através da terapia 

fotodinâmica é a maior limitação da técnica registada até ao momento. Embora esta reação 

seja facilmente contornada evitando a exposição direta à luz solar e a luzes artificiais muito 

brilhantes, esta não se trata da melhor opção para o doente, que vê a sua vida diária 

condicionada durante algumas semanas, o que no caso específico do Photofrin®, o 

fotossensibilizador mais usado mundialmente, se traduz entre 4 a 8 semanas de 

fotossensibilidade (Richter et al, 1991; Wolford, Novicki & Kelly, 1994). A melhor solução 

passa, obviamente, pelo desenvolvimento de fotossensibilizadores cuja fotossensibilidade 

cutânea produzida se reflita por períodos mais reduzidos ou, idealmente, que não produzam 

qualquer tipo de reação. 

 Para avaliar a capacidade do F2BMet produzir fotossensibilidade cutânea realizou-se 

um estudo utilizando ratos Wistar. Este estudo mostrou que o composto em estudo, à 

semelhança dos outros fotossensibilizadores, é susceptível de produzir uma reação cutânea 

como consequência da exposição à luz.  

Dos quatro DLIs avaliados (12 h, 24 h, 72 h e 168 h), verificou-se que as reações 

mais intensas ocorreram nos intervalos em que a diferença entre o momento da 

administração do fotossensibilizador e a exposição à luz era menor (12 h e 24 h). Este 

resultado era expectável uma vez que, embora a acumulação do fotossensibilizador na pele 

nunca chegue a atingir concentrações muito elevadas, a concentração de F2BMet no sangue 

após este período ainda é elevada e, portanto, capaz de gerar esta reação de 

fotossensibilidade. Nestes mesmos intervalos (12 h e 24 h) é possível observar uma relação 

entre a duração do período de iluminação e a intensidade da reação produzida, sendo que 

quanto mais longo é o período de exposição mais severa é a reação produzida. Este 

fenómeno pode ser explicado pelo facto de haver mais tempo para absorção de fotões por 

parte do fotossensibilizador, mas também ao facto de ao irradiar uma determinada área se 

promover um aumento da temperatura e, consequentemente, um aumento do fluxo 

sanguíneo, que neste caso reflete um aumento do afluxo de moléculas do fotossensibilizador 

ao local da irradiação. 
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Como foi possível constatar durante os ensaios de biodistribuição, o 

fotossensibilizador nunca chega a atingir concentrações muito elevadas na pele e no sangue, 

e a sua concentração começa a diminuir gradualmente 15 min após a sua administração. No 

entanto, às 72 h verifica-se um ligeiro aumento de ambas as concentrações, sendo que a 

concentração do PS no sangue volta a atingir valores similares aos registados por volta das 

24 h e, no caso da pele, as quantidades de fotossensibilizador encontradas nesta altura são 

idênticas às registadas logo após 15 min da sua administração. Tendo em conta estes valores, 

seria de esperar que a intensidade cutânea ainda se mantivesse severa, no entanto verifica-se 

uma diminuição da intensidade da reação infligida, sendo que a reação máxima reportada 

corresponde a um edema ligeiro (4), e só foi verificada num único animal. Estudos futuros  

sobre a circulação entero-hepática poderão esclarecer as razões para as observações às 72 h 

não seguirem o padrão das outras observações. 

Após um DLI de 168h, a concentração de F2BMet no organismo é extremamente 

reduzida, facto que se reflete visivelmente na reação cutânea formada que, no máximo, se 

traduz na formação de um eritema moderado (3) mas, em média apenas causa um eritema 

ligeiro (1), independentemente da duração do período de irradiação. 

Comparando os resultados obtidos neste ensaio com outro realizado para o Foscan®, 

em condições semelhantes e usando o mesmo sistema de classificação, ainda que este seja 

um pouco subjetivo, pode-se afirmar que os resultados obtidos após um DLI de 72 h são 

perfeitamente comparáveis aos obtidos para o Foscan® após um DLI de 168 h, como é 

possível observar na Figura 14, para o qual se verifica, para o período mais longo de 

exposição (30 min), uma reação que se traduz em média, num edema moderado (5), 

enquanto que no caso do F2BMet, em média, verifica-se um edema ligeiro (4). O Foscan® 

requer ausência de exposição à luz, por cerca de 4 semanas, tendo em conta os resultados 

alcançados pelo F2BMet é possível prever que com este composto a proteção contra a 

exposição solar direta deva ser mantida por uma semana.  
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Figura 14 – Comparação dos resultados obtidos num ensaio de avaliação da fotossensibilidade cutânea por 

exposição de ratos Wistar a 0 min, 5 min, 15 min e 30 min de 100 mW/cm2 de luz proveniente de um 

simulador solar, 96 h e 168 h após a administração de 0,3 mg/kg de Foscan® e 72 h e 168 h após a 

administração de 1 mg/kg de F2BMet. Os resultados foram observados 24 h após a irradiação e representam a 

média das observações. Os resultados relativos ao Foscan® foram adaptados de Bovis et al., 2012. 

 

Um facto extremamente relevante com que me deparei durante este estudo e que 

raramente se encontra relatado na literatura, prende-se com o facto da reação gerada pela 

irradiação ser lenta e, consequentemente, poder não se verificar o máximo de intensidade 

da reação logo após as 24 h, que muitas vezes é o único tempo de observação relatado. Este 

fenómeno leva-me a questionar alguns resultados encontrados, já que o desencadeamento 

de uma resposta inflamatória não é um processo linear, que ocorre sempre da mesma forma, 

podendo variar com vários factores, entre indivíduos e até o mesmo indivíduo pode não 

reagir sempre da mesma forma. Assim, seria de recomendar que o acompanhamento dos 

animais fosse feito durante mais tempo, de modo a garantir que se tem conhecimento exato 

do máximo de intensidade que uma reação pode alcançar. 

 

Na Figura 15 estão representados os resultados de outro estudo de 

fotossensibilidade cutânea obtidos para o Photofrin® comparativamente com os resultados 

obtidos para o F2BMet. Obviamente é difícil fazer uma comparação precisa, já que as 

condições de experimentação não foram as mesmas e a escala utilizada também é diferente; 

no entanto, de modo a permitir uma melhor comparação, os resultados obtidos para o 

F2BMet foram adaptados à escala utilizada no ensaio com o Photofrin®. O gráfico representa 

a intensidade máxima da reação obtida através de uma irradiação durante 15 min, observada 
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num período de 96 h, para diferentes DLIs. Embora havendo apenas dois DLIs coincidentes, 

o gráfico permite ter uma noção da evolução da intensidade da reação para ambos os 

compostos. Às 24 h, o primeiro DLI comum, as reações observadas são semelhantes, 

atingindo o máximo da escala utilizada (5), mas, às 72 h é notória a diferença observada, a 

reação obtida para o F2BMet diminui drasticamente, passando a ¼ da reação observada com 

o Photofrin®. Este dado permite claramente ver a diferença na fotossensibilidade gerada, que 

no caso do Photofrin® se pode manifestar até 8 semanas após a administração do composto. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Comparação entre os resultados obtidos num ensaio de avaliação da fotossensibilidade cutânea 

em ratinhos DBA/2J administrados com 4 mg/kg de Photofrin® e ratos Wistar administrados com 1 mg/kg de 

F2BMet, após exposição a 15 min de ~100mW/cm2 de luz proveniente de um simulador solar, em vários DLIs. 

Os dados relativos ao Photofrin® foram adaptados de Richter et al., 1991. 

 

Além do Photofrin® e do Foscan®, existem muitos outros potenciais 

fotossensibilizadores a serem testados, no entanto, até ao momento, nenhum mostrou não 

provocar fotossensibilidade cutânea mas têm demonstrado uma redução significativa do 

período de proteção da luz solar. Na literatura é possível encontrar alguns estudos 

comparativos entre vários fotossensibilizadores, ainda que, por vezes, não muito detalhados 

e/ou conclusivos. Estudos com BPD-MA (Benzoporphyrin derivative monoacid ring A), nos quais 

se avaliou a capacidade deste gerar fotossensibilidade cutânea em ratinhos quando expostos 

à luz 3 h, 24 h e 48 h após a administração de 2, 10 e 20 mg/kg, mostraram que para a 

concentração de 2 mg/kg nenhum reação significativa foi detectada, independentemente do 

DLI. Para o DLI de 3 h todos os ratinhos administrados com 20 mg/kg e a maioria dos 

ratinhos administrados com 10 mg/kg morreram, e os ratinhos sobreviventes mostraram 

alterações na cor da pele, alopecia e perda de visão. No entanto, ao aumentar o DLI para 
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24 h os efeitos verificados reduziram significativamente de intensidade e, 48 h após a 

administração do BPD-MA não se verificou qualquer tipo de reação. Estes resultados são 

consequência de um período de irradiação de apenas 5 min (Richter et al., 1988; Wolford, 

Novicki & Kelly, 1995), que é um período extremamente reduzido. O Photochlor (2-[1-

hexyloxyethyl]-2-devinyl pyropheophorbide-a) é outro composto fotossensibilizador que se 

encontra em ensaios clínicos de fase I/II e os testes relativos à sensibilidade cutânea por ele 

provocada mostraram resultados ténues, com uma reação mínima para as doses máximas de 

luz e composto testadas (133,2 J/cm2 e 6 mg/kg, respectivamente). O DLI máximo para o 

qual se observaram reações na pele corresponde a 3 dias. Contudo, durante este estudo não 

foi possível identificar uma relação específica entre a intensidade da reação formada e a dose 

ou tempo de exposição, e supõe-se que essa reação possa resultar de uma complexa 

interação entre a dose de Photochlor administrada, o tipo de pele, género do indivíduo e 

outros factores ainda não identificados (Bellnier et al., 2006; Allison & Sibata, 2010). Isto 

indica que é difícil inferir acerca da potencial reação que se formará. O AlSPc (aluminum 

sulphonated phtalocyanine) é outro composto fotossensibilizador que também mostrou gerar 

fotossensibilidade cutânea quando administrado na dose de 5 mg/kg e os animais irradiados 

durante 5 min num DLI de 2 h; a reação gerada surgiu após 1 h e manteve-se durante 

1 semana (Tralau et al., 1989). O TOOKAD, que se encontra atualmente em ensaios clínicos 

de fase III, é um composto que se elimina rapidamente do organismo e, portanto, é um dos 

compostos que tem registado menores reações de fotossensibilidade cutânea, sendo que 

para se verificar alguma reação cutânea este tem que ser administrado em doses muito 

superiores às usadas na clínica e, ainda neste caso, a reação só é visível durante algumas 

horas (Weersink et al., 2005). 

Embora se tratem de ensaios distintos e que não seguem as mesmas condições 

experimentais, ainda assim é possível verificar o avanço que se tem feito relativamente à 

diminuição da fotossensibilidade cutânea, uma vez que todos os compostos mencionados, 

incluindo o F2BMet, mostraram provocar reações menos intensas e durante menos tempo 

que o Photofrin®, e até do que o Foscan®. 

Considerando todos os resultados obtidos para os diversos compostos posso 

afirmar que o F2BMet se revela um composto promissor para a terapia fotodinâmica. 
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSÃO 

 

 

O presente estudo proporciona um perfil farmacocinético detalhado, permitindo 

racionalizar e prever observações tais como os danos nos tecidos sãos. Estas informações 

são importantes para uma melhor conjugação dos parâmetros que condicionam a eficácia 

desta terapia e, desta forma, potenciar a eficácia da mesma. 

Os resultados obtidos relativamente à fotossensibilidade cutânea, ainda que 

preliminares, permitem-nos inferir acerca da extensão desta reação e  propor um período 

de uma semana de proteção da exposição direta ao sol, o que se torna bastante satisfatório 

quando comparado com os fotossensibilizadores que já se encontram aprovados e 

disponíveis para utilização. 

A busca por melhores agentes fotossensibilizadores, com melhores propriedades 

farmacocinéticas e físico-químicas, tem levado ao desenvolvimento de inúmeras moléculas, 

ainda que muitas acabem por não se verificar assim tão eficazes ou vantajosas, uma vez 

testadas in vivo. De acordo com as características ideais que um fotossensibilizador deve 

possuir e tendo em consideração estudos prévios, quer in vitro quer in vivo, o F2BMet revela 

um grande potencial para se vir a tornar, brevemente, um fotossensibilizador aprovado para 

aplicação na terapia fotodinâmica, para o tratamento do cancro. 
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