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Nas ultimas décadas tem-se assistido a um intepmsearte da comunidade
cientifica na aplicagdo da terapia fotodindmica caogdo terapéutica na doenca
oncoldgica. Entre os fotossensibilizadores actualenem uso clinico, o temoporfin ou
MTHPC, considerado de segunda geracdo € o maissbeedido. No entanto, este
composto é muito diferente das porfirinas natuaple pode constituir um obstaculo a
sua eliminagdo. As tetraarilporfirinas sdo compostwito estudados nos quais é facil
introduzir substituintes que determinem e adapteoaracter lipofilico/hidrofilico da
molécula, assim como outras caracteristicas fomoigas e fotofisicas.

As diarilporfirinas, com substituintes apenas erasdposicdes metilénicas, podem
mostrar-se vantajosas, quer por possibilitarem omalor eliminagéo pelo organismo,
quer por permitirem potencialmente uma melhor c@macelular devido a serem
moléculas menos volumosas e terem menor peso nfexecu

Estudos recentes mostraram que a introducdo degydmdos nestas estruturas,
designada por efeito do atomo pesado, aumenta aapecidade de producédo de
oxigénio singleto, ampliando a citotoxicidade destempostos.

Tendo sido um dos objectivos deste trabalho a cagfia do efeito citotoxico de
uma tetraarilporfirina halogenada com bromo e saalgbrfirina correspondente, a
5,10,15,20etrakig2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina e a  5,1&s(2-bromo-3-
hidroxifenil)porfirina, respectivamente, comecouss® sintetizar os compostos. Para
tal tivemos a inestimavel colaboracdo do Grupo demiga Organica do Departamento
de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnolodindeersidade de Coimbra.

ApoOs a sintese pretendeu-se estudar o efeito xidot@uma linha celular humana
de adenocarcinoma colo-rectal, aprofundando o deitoedirecto ao nivel da
viabilidade celular e indirecto ao nivel de stressdativo. Para concretizacdo dos

objectivos estipulados, procedeu-se a realizac&oedtudosn vitro, in vivo e ex Vvivo
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descritos de seguida.

1. Estudos de quimica

Antes da sua utilizacdo os solventes foram pudbisarecorrendo a métodos
padrdo. O diclorometano foi seco sobre gadl destilado. O cloroférmio foi
neutralizado com alumina activa neutra. O pirroldestilado antes de ser utilizado.
Para a cromatografia em coluna foi utilizada sitieb60 (0,035=0,070mm) da Fluka. O
3-hidroxibenzaldeido (Sigma-Aldrich) foi recrisimdo em &gua. O 2-bromo-5-
hidroxibenzaldeido foi preparado através da bromam@ acido acético, tal como
descrito (Bejaet al, 2000). O 9,10-dimetilantraceno (DMA; Sigma-Aldh)cfoi

utilizado sem purificacao adicional.

1.1. Sintese de 5,10,152@&rakis(2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina (TBr4dHPP)

A 500ml de diclorometano, sob atmosfera de azaticjanou-se 1,0g de 2-bromo-
5-hidroxibenzaldeido (5,0mmol) e 0784 de pirrol (5,9mmol). Posteriormente,
adicionou-se uma gota de etanol, seguida g de trifluoroeterato de boro. Deixou-se
a reagir durante a noite. Parou-se reaccdo pel@adle 0,02m¢ de trietilamina.
Adicionaram-se cerca de &0 de acido acético enZ de perdxido de hidrogénio
(30%), e concentrou-se a solugéo até se atingivalome de 150 a 2@@¢ sob vacuo.
Em seguida, a solucdo manteve-se a 40°C, durabtex @, hora sob agitacdo até

oxidacdo completa. O acido acético foi extraidaladosamente com agua, e a solucéo
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organica foi seca com sulfato de sddio anidro. Resbe foi removido, e o residuo foi
submetido a analise cromatografica em silica-ged diclorometano/actetato de etilo
(2:1) e 2% de trietilamina como fase movel. Obt@werse 120mg de 5,10,15;20
tetrakig2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina 10%, que foi restalizada em acetato de

etilo/hexano dando origem a cristais roxos.

1.2. Sintese de 5,1Bis(2-bromo-3-hydroxyfenil)porfirina (BBr2HPP)

Num baldo de fundo redondo dé dom 65@n¢ de diclorometano, adicionou-se
50mg de dipirriimetano (3,4mmol) e 82mg de 2-brdsrmdroxibenzaldeido
(4,2mmol). Agitou-se a solucdo durante 20 minut@stemperatura ambiente, em
atmosfera de azoto, sendo adicionado posteriorn&@tns de acido trifluoracético
3,5mmol. A mistura foi deixada em repouso durantaoite para maximizar o
rendimento da reaccéo. Posteriormente, foi nem&ddi com trietilamina, sendo depois
adicionado 1,17g DDQ (5,1mmol). Apés duas horaaperou-se a solugdo até secar e a
porfirina foi purificada por cromatografia de flaskeca (CHCI./ACOEt, 9/1).

Obtiveram-se 240mg de um solido violeta (11%).

1.3. Analise dos compostos sintetizados

Apés estes procedimentos, os sensibilizadorestigedies foram caracterizados de

modo a estabelecer a sua estrutura quimica e adguiaa suas propriedades

fotoquimicas.

73



Accao Intracelular da Terapia FotodindAmica

A determinagdo quantitativa dos elementos carbbidrpgénio e nitrogénio foi
efectuada por analise elementar num analisadooiéngistruments EA-1108 CHNS-
0.

Os espectros de ressonancia magnética nucleanwati@MN 1H) foram obtidos
recorrendo a espectrometro Bruker AMX de 300MHzne Bruker Advance Il de
400MHz. O padréo interno utilizado foi o tetranstdno (TMS).

Os espectros de massa foram obtidos num espectodifieérmo-Finnigan LCQ
Advantage com ionizacdo por electrospray (ESI), ggre a solucdo da amostra é
injectada directamente no aparelho.

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis fomragistados num
espectrofotdmetro Hitachi U-2001 e num Shimadzu2100.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos nuecasotometro Spex Fluorolog

1.4. Medicao do rendimento quéantico de oxigénio Sieto

Utilizou-se a foto-oxidacdo do DMA para determimarendimento quantico da
formacdo de oxigénio singleto dos sensibilizadotgdizando a fotolise no estado
estacionario. Um mililitro de solucdo de DMA, 1¥M), e 2n¢ de solucédo
sensibilizadores com absorvancia igual a 417nmnfonaisturados numa célula de
quartzo com um caminho de 1cm. A amostra foi sdtusan ar e mantida sob agitacao
magnética, de forma a obter irradiacdo uniformeteda a amostra. A irradiacao foi
realizada recorrendo a uma lampada de halogéng0 detts, a radiacdo infravermelha

foi filtrada recorrendo a um filtro de agua de 5arfijltros de comprimentos de onda
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adequados (400 a 600nm) foram seleccionados plarar fa radiacdo visivel. Os
espectros de absorcdo de DMA e da solucdo de 8emasibr correspondem a
sobreposicao dos espectros dos componentes enadgepdr foto-oxidagdo do DMA
foi acompanhada pela diminuicdo da absorvancigbarBm etanol. Todas as solugoes
foram utilizadas imediatamente ap0s a preparacao.

Os rendimentos quéanticos do oxigénio singleto pagasensibilizadores foram
obtidos através da relacéo entre os declives daoréigear do gréafico semi-logaritmico
para o decaimento da absorcdo do DMA (@) versustempo, obtido através dos
minimos quadrados quando medidos através dos agdssl sensibilizadoras e solugbes
referéncia em condi¢cdes semelhantes. Os desviosi@atbs dados de cinética,

utilizando diferentes amostras preparadas foiiofer 10%.

2. Estudosin vitro

Apoés a sintese de ambos o0s sensibilizadores edpaestar o seu potencial como

agentes citostaticos foram realizados os estundago.

2.1. Culturas Celulares

Com o objectivo de estudar os efeitos citotéxicoso ecomportamento dos

sensibilizadores nesta linha celular realizararestados de captacdo, de microscopia

de fluorescéncia e de citotoxicidade.

A linha celular utilizada neste trabalho foi umahkh de adenocarcinoma colo-rectal
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designada WiDr obtida namerican Type Culture Collectiqq€CL-218, ATCC). Apés
recepcéo, a linha celular foi descongelada e pamm@m cultura aderente de acordo
com as recomendacdes do fornecedor. Assim, paos &l estudos a linha celular foi
mantida a 37°C numa atmosfera humidificada com @&ar e 5% de COem
incubadora HeraCell 150. Utilizou-se o meio de walDulbecco's Modified Eagle's
Medium(DMEM, Sigma D-5648) suplementado com 10% de ®anano fetal (Gibco
2010-09), 10QM de piruvato de sédio (Gibco — 11360), e 1% dévaiico (100 Ums

de penicilina e 1jig/m¢ estreptomicina; GIBCO 15140-122).

Para a realizacdo dos estudositro foi necessario destacar as células dos frascos e
preparar suspensodes celulares. Para isso, asasuteelulares foram incubadas com¢é2
de uma solucéo tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco 252fante cinco minutos a 37°C
para que ocorra a separacao celular. De seguidajrzctivar a tripsina, adicionaram-
se bn¢ de meio de cultura e centrifugou-se a suspenshitace 200g durante 5
minutos (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do rotor 181n). Apos a centrifugacdo, os
pelletsforam ressuspensos num volume conhecido de metultga. Procedeu-se a
contagem de uma aliquota da suspensao celularacooaal azul de tripano, em camara
de neubauer num microscopio com ampliagdo de 100 vezes. Apantagem o
volume das suspensdes celulares foi ajustado cam aeecultura de forma a obter a
concentracao celular pretendida para cada estudo.

Para todos os estudos preparam-se solucfes ddsilszagores que consistiram em
1lmgi¢ de cada composto molecular numa mistura tern&iagdia, polietilenoglicol
400 (PEGqg) e etanol (50:30:20, v/viv) sendo obtidas as coimagbes desejadas por

diluicdes sucessivas.
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2.2 Estudos de Captacéo

Para a realizacdo dos estudos de captagcédo incuisartaem placas de 6 pocos
(Sarstedt 83.1839), 1x16élulas por poco, com 0.5uM, 1uM e 5uM das solughes
sensibilizador na durante 24 horas. ApoOs a incubhags células destacadas por acgao
de tripsina foram lavadas com PBS a 4°C. Para asacompleta degradacao e ruptura
das células, adicionaram-seibde metanol e a solucéo foi colocada no escuréCa 4
durante 24 horas. A intensidade de fluorescénciaotboenadante foi determinada por
espectroscopia de fluorescéncia recorrendo a uetEspetro SPEX fluoromax 322-2,
utilizando um comprimento de onda de excitagdo d®néh. A concentracao
intracelular foi determinada recorrendo a uma cuteacalibracdo obtida a partir da

intensidade de fluorescéncia de solu¢cbes de mgtanaicada sensibilizador.

2.3. Localizagéao Subcelular

Para a localizagéo subcelular dos compostos reatizae estudos de microscopia
de fluorescéncia. Para a preparacao das lamidesuam-se placas de 6 pocos estéreis
(Sarstedt 83.1839), nas quais se introduziu umalémpreviamente autoclavada em
cada poco. Preparou-se uma suspensao celular gistrdguiu pelas placas preparadas
anteriormente e incubou-se durante a noite, ded@rmermitir a adesao das células as
lamelas. Incubaram-se as culturas celulares duraatehoras com 0S compostos
estudados numa concentracao de 5uM. Posteriormentamelas foram lavadas duas
vezes com PBS a 37°C e incubadas com 200nM de wunda smitocondrial

fluorescente, MitoTrackeGreen FM durante 30 minutos, no escuro, a 37°C. A sonda

77



Accao Intracelular da Terapia FotodindAmica

molecular MitoTrackeiGreenFM é um corante selectivo da mitocéndria que @ora
mitocdndria de verde brilhante ao acumular-se nbiemte lipidico mitocondrial. Por
ser praticamente ndo fluorescente em solucédo agadsekgroundé muito reduzido.
Apés a incubagdo com esta sonda, efectuaram-se lauagens com PBS a 4°C.
Fixaram-se as células com uma solucdo metanolfecefp:1) gelada durante 10
minutos no escuro e procedeu-se a duas lavagens Riagh a 4°C. De seguida
incubaram-se as lamelas em 5u§be Hoechst 33252 (Sigma B1155) em PBS durante
10 minutos, no escuro, a temperatura ambiente.iidase duas lavagens com PBS a
4°C. As lamelas foram colocadas sobre laminaszanilo o meio de montagem Dako
Glycergel(Dako C0563) e aguardou-se cerca de 2 horas para qneio de montagem
secasse. As laminas foram seladas com verniz.

As observacdes foram realizadas num microscopioicMBE31 equipado com
sistema de epifluorescéncia Motic AE31 EF-INV-llntolampada halogénea de
mercurio de 100 watts. Para a observacgdo da floémeg emitida pelo sensibilizador e
pelos corantes utilizaram-se diferentes combinagfiediltros. Para observacado dos
sensibilizadores utilizou-se filtro de excitacaddb25nm, beam splitterde 565nm e
filtro de emissdo de 605+55nm. Para observacéo itlwrkhckerGreenFM utilizou-se
filtro de excitagdo 480+30nneam splitterde 505nm e filtro de emisséo de 535+40nm.
Para a observagdo do Hoechst 33252 utilizou-ge filé excitacdo 54025 nrheam
splitter de 565 nm e filtro de emissédo de 605+55nm. As eanagoram adquiridas em
camara Moticam 500Cooledacoplada a computador com o software Motic Images

Advanced 3.2.
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2.4 Estudos de Citotoxicidade

Para estudar a citotoxicidade dos sensibilizadsi@etizados na linha celular de
adenocarcinoma colo-rectal foram realizados diteserstudos. Apds a realizagdo do
tratamento fotodindmico, em células incubadas coferemtes concentracdes dos
sensibilizadores, foram avaliados diferentes pan@weutilizando varias técnicas, a
espectrofotometria, para proliferacdo celular, vé@sado ensaio do MTT3{(4,5-
dimethylthiazolyl-2)2,5-diphenyltetrazolium bronjidee a citometria de fluxo para
avaliagdo da viabilidade celular e stresse oxidasitravés da analise da formagéo de
espécies reactivas de oxigénio e da alteracdo tdogal mitocondrial.

A irradiagéo para o tratamento fotodinadmico folizeala recorrendo a uma fonte de
luz fluorescente equipada com um filtro vermelhg:(# < 560nm). A energia da luz

foi medida com um radidémetro X97 da Gigahertz-Qptic

2.4.1 Avaliacéo da Proliferacao Celular pelo ensaido MTT

Para avaliar o efeito dos sensibilizadores na feralfdo das células WiDr, foi
realizado o ensaio do MTT. Este composto é redupmocélulas metabolicamente
activas devido a accao das enzimas desidrogerasespalmente através da acgcao do
complexo 1l da cadeia respiratoria mitocondrial, saccinato desidrogenase ou
succinato-coenzima Q redutase. Assim, este métodstitui uma forma de avaliar a
funcdo mitocondrial (Lodiskt al, 2000). As desidrogenases tém a capacidade @ cliv
0os anéis de tetrazolio do MTT e formar cristaisfalenazan de cor azul escura que

podem ser posteriormente solubilizados e quantifisgpor meios espectrofotométricos.
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Desta forma, a quantidade de cristais de formab#das € directamente proporcional a
guantidade de células viaveis.

Para a realizacdo deste estudo foi preparada usperssdo celular com 40.000
célulasm¢ em meio de cultura que se distribuiu em placagi&lgpocos (CLS3548,
Corning Costar Corp, Cambrige, MA), contendo caodgopum volume final de 6(@.
Estas placas foram incubadas durante a noite defarpermitir a adeséo das células as
mesmas.

Os sensibilizadores foram administrados de modo béeroas seguintes
concentragdes: 50nM, 250nM, 500nM, 1uM, 5uM e 10pdda as quais se prepararam
diversas solucbes com uma concentracao tal quatpeadministrar sempre o volume
de qu£ em todas as condi¢cdes. Em todos os ensaios faralmados dois controlos:
culturas néo tratadas e culturas em que se admamast @/ do veiculo de
administracdo dos sensibilizadores, neste cago/MHEGo/EtOH (50/30/20, v/viv).
Ap6s 24 horas de incubacéo as culturas foram adadi com um fluxo de 7,5mW/€ém
até atingir um total de 10J. A analise da proligémcelular foi realizada 24, 48 e 72
horas apo0s a irradiacao.

Com o objectivo de verificar a citotoxicidade d@nsbilizadores no escuro, ou
seja, sem a activacao pela luz, foram preparadasrasl celulares tal como descrito
anteriormente, tendo sido realizada a analise diéfggacao celular 24, 48 e 72 horas
apos a administracado dos sensibilizadores, semuprakradiacao prévia.

Para a avaliacédo da proliferacéo celular o meiocdtigras celulares foi aspirado e
procedeu-se a uma lavagem para a qual se adiaori#us de tampéao fosfato salino
(PBS) a cada poco. Posteriormente, em cada polpmatam-se 15 de uma solucéo
de MTT (0,5mgim¢; Sigma M2128) em PBS, pH 7,4, e incubou-se noresau37°C

durante 4 horas. De forma a solubilizar os cristaiformazan formados acrescentou-se
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a cada poco 13 de uma solucdo 0,04M de acido cloridrico em ispgnol e
deixaram-se as placas em agitacdo durante 30 minOte@onteldo de cada poco foi
posteriormente homogeneizado e transferido para plaea de 96 pocos (Sarstedt
83.1835), e a absorvancia foi quantificada a 57@em um filtro de referéncia de
620nm, usando o espectrofotbmetro ELISA (SLT-SpgctA citotoxicidade foi
expressa como a percentagem de inibicdo nas ailswbmetidas ao tratamento
fotodinamico correlacionada com as culturas tratadpenas com o veiculo de
administracdo dos sensibilizadores. Este procedongermitiu estabelecer curvas de
dose-resposta e determinar a concentracao dobiieadores que inibe a proliferacao
das culturas em 50% (IC50). Os resultados obtidcan analisados e processados no

programa OriginPro 8.0.

2.4.2. Avaliacdo da Proliferacéo Celular pelo ensaido MTT em Células Normais

Com o objectivo de verificar se existem diferengas resposta ao tratamento
fotodindmico com os sensibilizadores sintetizadogree as células tumorais de
adenocarcinoma colo-rectal e células ndo tumora@lizou-se a avaliacdo da
proliferagéo celular recorrendo ao ensaio do MThauinha celular humana néao
tumoral.

Utilizou-se uma linha celular de fibroblastos ddepéiFF1, adquirida a ATCC.
Esta linha celular foi recebida, descongelada &veadla em cultura aderente de acordo
com as recomendacdes do fornecedor. A linha celidiamantida a 37°C numa
atmosfera humidificada com 95% de ar e 5% de €Q incubadora HeraCell 150.

Utilizou-se meio de cultura DMEM suplementado cobfclde soro bovino fetal,

81



Accao Intracelular da Terapia FotodindAmica

100uM de piruvato de sddio, e 1% de antibidtico (10aWMde penicilina e l0g/m¢
estreptomicina).

Para a realizacdo dos estudos de citotoxicidadegladas foram incubadas em
placas de 48 pocos com os fotossensibilizadoresaielo com o0 mesmo procedimento
ja descrito. O ensaio do MTT foi realizado de aooodm a metodologia referida

anteriormente.

2.4.3. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica utilizada paomtar, examinar e classificar
células ou outras particulas biolégicas micros@gprguspensas em meio liquido. Este
meétodo permite analisar simultaneamente, e nuno quetiodo de tempo, multiplas
caracteristicas fisicas e quimicas de células epessdo através de um aparelho de
deteccao optico-electronico. Neste aparelho, urefde luz de um Unico comprimento
de onda é direccionado para um meio liquido enofliérios detectores sdo apontados
ao local onde o fluxo passa através do feixe deultzna linha do feixe de lufofward
scatter FCS) e varios perpendiculares a estde( scatter SSC), além de um ou mais
detectores fluorescentes. Cada particula suspemspagsa atraves do feixe dispersa a
luz de uma forma especifica e 0s corantes quimikcmsescentes encontrados na
particula ou a ela ligados podem ser excitadosiritiuz de menor frequéncia (ou
maior comprimento de onda) do que o da fonte deHsta combinacéo de luz dispersa
e fluorescente € melhorada pelos detectores eargise das flutuacdes de brilho de
cada detector (uma para cada pico de emissao sente), é possivel explorar varios

tipos de informacao sobre a estrutura fisica e gairde cada particula individual. A
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FSC correlaciona-se com o volume celular e a S$Ertke da complexidade interna da
particula (por exemplo a forma do ndcleo, a quadid e tipo dos granulos
citoplasmaticos e a rugosidade da membrana).

Neste trabalho, esta técnica foi utilizada pardiava efeito dos sensibilizadores
estudados ao nivel da morte celular e do streslatmd. Assim foram determinados e
caracterizados os niveis de morte celular atrasédugla marcacdo com a anexina V
(AnV) ligada ao fluorocromo isiotiocianato de flesceina (FITC) e com iodeto de
propideo (IP); a alteracdo do potencial de membnait@condrial foi avaliada através
do 1% J-aggregate-forming cationic  (5,5,6,6'-tetrachloro-1,1",3,3'-
tetraethylbenzimidazol carbocyanin#&C-1); e, a determinacao da presenca intracelular
de ROS através do 2',7'-diclorodihidrofluoresceideacetato (DCFH2-DA) e do
dihidroetidio (DHE).

Para a realizacdo dos estudos de citometria de fasxculturas celulares foram
preparadas a semelhanca do descrito para a awatlagdroliferacdo celular pelo ensaio
do MTT. Resumidamente, as culturas celulares farmubadas durante 24 horas com
os sensibilizadores nas seguintes concentraco@sML8 1uM de BBr2HPP e 250nM e
1uM de TBrd4Hpp, escolhidas com base nos resultpdelsminares de avaliacdo da
proliferacéo pelo ensaio do MTT. Realizaram-se robog em todos os ensaios. Apds
24 horas de incubacao as culturas foram irradiediasum total de 10J. Os estudos de
citometria de fluxo foram realizada 24, 48 e 72ak@p0s a irradiacao.

Para todas as marcacdes foram necessarias apraxireat 19células. O nimero
de eventos obtidos através do programa CellQuestbDiespondente ao numero de
células, foi de 1D Para a anélise e quantificacéo da informacaizatilse um software
especifico que corre em computador dedicado (Rai#te 3.02, Machintosh

Software).
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2.4.3.1 Avaliacdo da Viabilidade Celular

Para a analise da morte celular foram utilizadas isorocromos diferentes, a An-
V e o IP, que permitem quantificar a viabilidad&uz distinguindo os diferentes tipos
de morte celular, a necrose e a apoptose. A Antfipe identificar as células que se
encontram em apoptose, pois este fluorocromo kgaespecificamente a
fosfatidilserina, um fosfolipido da bicamada ligiique, nas células em apoptose, se
desloca do folheto interno para o folheto extermongembrana celular. De forma
complementar, o IP € um corante que se intercalBMA das células, marcando os
nacleos daquelas que se encontram em apoptosz tardecrose.

Desta forma, recorrendo a dupla marcacdo com AR-¥/fbossivel distinguir quatro
grupos de células: o grupo I, a que correspondermélsas vivas; o grupo Il, que
engloba as células que se encontram em apoptasa!;im grupo lll, que associa as
células que se encontram em apoptose tardia/neaosegrupo IV, que contém as
células que se encontram em necrose. Deste mode)wdas pertencentes ao grupo |,
isto é, as células vivas, apresentam-se negatiwés para a marcagdo com An-V como
para a marcacdo com IP. As células incluidas n@ogil, em apoptose inicial,
apresentam-se positivas para a marcacao com Anégativas para a marcacdo com o
IP. As células que se apresentam positivas paduas marcacoes, significa que se
encontram em apoptose tardia/necrose, pelo que Gmmm grupo lll, enquanto as
células que se encontram em necrose e constitugnmmpo IV apresentam-se negativas
para a marcacdo com An-V e positivas para a mavcegéd o IP, de acordo com a

tabela II.
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Tabela Il. Padrdes de marcagdo com An-/IP
para os diferentes grupos de células

Anexina V lodeto de
propideo
Grupo |
Células vivas ) )
Grupo Il
. . + -
Células em apoptose inicial
Grupo Il
+ +

Células em apoptose tardia/necrose
Grupo IV

Células em necrose

Para marcacgédo com An-V/IP, utilizaram-s€ t6élulas obtidas apés centrifugacao
de uma suspensédo celular a 300g durante 5 minlies.seguida, retirou-se o0
sobrenadante e lavou-se mellet uma vez com FacsFlow® (BD Biosciences).
Posteriormente, opellet foi incubado com 1Q& de tampdo de ligagcao (KIT
Immunotech), &¢ de An-V-FITC (KIT Immunotech) e/& de IP (KIT Immunotech),
durante 15 minutos a 4°C, no escuro. Apés a inédyagdicionaram-se 400 de
FacsFlow® e efectuou-se a andlise no citbmetro F2dliBur (BD Biosciences)
utilizando os comprimentos de onda de excitagddb2lnm para a An-V-FITC e
640nm para o IP. Os resultados aparecem sob a fdampercentagem de células

presentes em cada grupo.

2.4.3.2. Avaliacédo do potencial de membrana mitocdnal

O potencial de membrana mitocondrial foi determinagsando uma sonda

fluorescente, o JC-1. O potencial de membrana onithtal determina a captagao
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selectiva do JC-1 pela mitocéndria. O JC-1 é un@aedipofilico que existe em duas
formas, mondémeros (M) e agregados (A), consoante estado de
polarizagdo/despolarizagdo da membrana mitocondeatitindo fluorescéncia a
comprimentos de onda diferentes. Quando o potedeiahembrana € elevado, forma
agregados que emitem fluorescéncia vermelha (590 Ihan sua vez, a medida que o
potencial de membrana mitocondrial diminui, ou easos em que a membrana se
encontra despolarizada, o JC-1 é excluido da mithé® e mantém-se no citoplasma
sob a forma de mondmeros que emitem fluorescémei@eV 529 nm). Assim, a razéo
entre a fluorescéncia verde e vermelha (M/A), deitesda por citometria de fluxo,
fornece uma estimativa do potencial de membranacomidrial (Yao et al., 2008). Para
este efeito, aproximadamente®1€élulas foram centrifugadas com PBS durante 5
minutos a 200g e posteriormente ressuspensas e do mesmo tampéo.
Seguidamente, as suspensdes celulares foram iraubddrante 15 minutos a
temperatura de 37°C e ao abrigo da luz cafide JC-1 (Molecular probes, Invitrogen),
preparado em DMSO a 5mgf de modo a obter uma concentragao final de brfig/
Posteriormente, a suspensao foi novamente lavadd®P&S e ressuspensa em gddo
mesmo tampdo. A deteccao foi efectuada utilizandoomprimento de onda de
excitacdo de 488nm. Os resultados obtidos sédo ssggeeomo MIF para os agregados

e para os monémeros, tendo-se calculado postemberagazédo M/A

2.4.3.3.Avaliacédo da producéo intracelular de peroxidos

A expressao intracelular de perdxidos nas célulamstidas a tratamento com as

porfirinas foi determinada por citometria de fluatravés da oxidac&o intracelular da
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sonda nédo fluorescente DC{BA. Este composto lipossolavel entra nas células e
acumula-se principalmente no citosol, onde é déitade por esterases intracelulares
sob a forma de 2'-7’-diclorodihidrofluoresceina (Bi). Este produto nao fluorescente
€ oxidado na presenca de peroxidos a 2’-7’-dicloovésceina (DCF), um composto
gue é facilmente visualizado pela emissdo de fhg@mecia no comprimento de onda de
522nm quando excitada a 498nm (figura 9). A fluogesia é proporcional a

concentracdo de peroxidos intracelulares, nomeattanmid peroxido de hidrogénio

(Tarpey et al., 2004; Dikalov et al., 2007).

DCFHo-DA DCFH DCF

(nZo fluorescente) {ndo fluorescente) (fluorescente)

Figura 9. Deteccdo de perdxidos intracelulares. O 2',7'-diclo-
rodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) entra neélulas e acumula-se
principalmente no citosol, onde é desacetiladogsterases intracelulares a 2'-7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH). Este produto &idado na presenca de
peroxidos a 2'-7'-diclorofluoresceina (DCF), um quwsto que € visualizado pela
emissao de fluorescéncia no comprimento de onda2@dam quando excitado a
498nm (adaptado de http://media.wiley.com)

Assim, para avaliacdo da producédo de ROS, centufisg uma suspensao celular
com aproximadamente 18élulas a 200g durante 5 minutos, retirou-se oes@uiante
e adicionou-se PBS para lavar. O sedimento fouspeiso em 10@ de PBS e foi
incubado durante 45 minutos sem luz aC3gom 5/ de DCFH-DA (Molecular

probes, Invitrogen) dissolvido em dimetilformamida 1mM de modo a obter a
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concentracao final deuM. A suspenséo foi lavada com PBS por centrifugacd000g

durante 5 minutos e ressuspensa emudQb mesmo. Posteriormente, foi feita a
deteccao por citometria de fluxo com uma excitagd&missao nos comprimentos de
onda de 504 e 529nm, respectivamente. Os resul@olidos foram analisados em

termos da média das intensidades de fluorescé@vithg (

2.4.3.4 Avaliacdo da producdo intracelular de radil superoxido

A avaliacdo da producéo de radical superoxidofemtaada por citometria de fluxo
com recurso ao DHE. Este composto atravessa fatiémes membranas celulares e é
convertido pelo radical superéxido a etideo (figid, composto fluorescente de cor
vermelha que se intercala no DNA permanecendo teoion da célula. Esta reaccédo é
relativamente especifica para o radical superogain oxidacdo minima pelo peroxido
de hidrogénio, perdxido de nitrito ou acido hipookn (Zhacet al, 2005). Utilizaram-
se aproximadamente %6élulas obtidas ap6s centrifugacdo de uma suspeesilar a
200g durante 5 minutos. O sobrenadante foi retimdsedimento lavado uma vez com
PBS. De seguida, o sedimento foi ressuspenso efudde PBS, adicionou-seub de
DHE (Sigma) dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO)1anM, de modo a obter uma
concentracdo final de 5uM. Incubou-se durante Ifutos a temperatura ambiente e
sem luz. Apés a incubagdo, a suspensao foi lavahaRBS por centrifugagcédo a 3009
durante 5 minutos e ressuspensa enu40d0 mesmo tampéo. A deteccédo foi efectuada

utilizando o comprimento de onda de excitacdo dmeR
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CHE Fadizal DHE Etidlio

‘naa fluorescentz; Ifluorescente)

Figura 10. Deteccdo de radical superoxido intracelularO DHE € convertido
pelo radical superoxido a etideo, um composto éisoente que se intercala no
DNA (adaptado de Robinsat al. 2006.

3. Estudosin vivo

Na continuidade dos estudas vitro, e uma vez que 0s estudos vitro séo
realizados num ambiente controlado, os resultaddem ndo corresponder aos obtidos
num organismo vivo. Por este motivo, e sabendo uquetumor ndo € somente um
conjunto de células tumorais mas sim um conjuntccélalas tumorais, células de
suporte e as vias de drenagem vasculares assqciéadds extrema importancia a
realizacdo de estudas vivo para averiguar o potencial das porfirinas estuslagano
agente citostatico. Para tal, foram utilizadosntadsBalb/c e Balb/c nu/nu Esta estirpe
foi escolhida tendo em conta que estes animais ifggmmo desenvolvimento de
xenotransplantes uma vez que sdo animais atimjqosr&anto, deficientes em células

Tl

1 As células-T pertencem a um grupo de linfécitosboa do sangue. S&o os principais efectores daidadm
celular e sdo produzidos no timo a partir de pamess indiferenciados da medula éssea.
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3.1 Desenvolvimento de Xenotransplantes

Para a realizacdo deste trabalho, o modelo anioekgcolhemos para os estudos
in vivo, foi o xenotransplante em ratinhBalb/c nu/ny obtido através de injeccao de
4x1@ células da linha celular humana de adenocarcinmtwrectal WiDr na regido
dorsal.

A escolha desta zona, resultou de varias partidaldes da mesma, que se
traduzem em vantagens para o desenvolvimento dustraaesplantes sendo uma boa
area para expansao, por apresentar boa vascuéarjzpermite o desenvolvimento
rapido do xenotransplante e € uma zona na qualafétarizacdo bastante simples e
acessivel.

Apds a administracdo das células os tumores foramitarizados de modo a

verificar o volume tumoral de acordo com a seguixi@ressao:

_LxS

V )
2

onde L corresponde ao diametro maior do tumor e 8ianetro menor (Grosat al,

2003; Changt al, 2004).

3.2 Tratamento Fotodinamico

Quando se atingiu o volume tumoral de 300-508mws sensibilizadores foram

administradas por via intraperitoneal numa dos@rdg/Kg. Apos a administracdo dos

sensibilizadores os animais foram irradiados @tildo um dispositivo de luz laser com

uma poténcia de 0,13 watts durante 1500 segundfzzeedo um total de 180 joules.

90



Material e Métodos

Para a realizacdo destes estudos os animais foraididds em 3grupos
experimentais que diferiam no tempo no qual os aisimforam irradiados,
respectivamente 24, 48 e 72h, apds a administidg@ensibilizador. Para a irradiagdo
0s animais foram submetidos ao efeito de uma solde&anestesia de ketamina a 77%
(Ketalar®, Porke-Davis) e cloropromazina a 23% @laatil®, Laboratérios Vitoria).

A monitorizagdo dos tumores realizou-se a cada dfashdurante 12 dias.
Avaliaram-se as dimensdes do tumor de forma a lealcu variacdo de volume

relativamente as dimensdes iniciais, aquando ddiacao, segundo a formula

V.
VTR = =
Vo

onde VTR representa o volume tumoral relativpr&presenta o volume tumoral obtido
em cada dia de avaliacaod {2;4;6;8;10;12}) e \4 representa o volume tumoral obtido
imediatamente antes da irradiacao.

O grupo controlo consistiu em animais irradiadosy@s mesmas condi¢cdes no

entanto, sem administragdo dos sensibilizadores.

4. Estudosex vivo

Apés a realizagdo dos estudowivo e atingidos os 12 dias de monitorizacdo apos a
irradiacéo, os animais foram sacrificados com eabjo de, a partir do isolamento das
células tumorais, melhor caracterizar o ambienteotal.

Os animais foram sacrificados por deslocamentoicane logo de seguida
procedeu-se a excisdo dos tumores. Cada tumor ddidm e fragmentado em duas
partes, uma das quais foi utilizada para o isolameas células e caracterizagcdo por

citometria de fluxo, e a outra foi preservada emmfil para posterior andlise da
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morfologia celular.

4.1 Isolamento das Células Tumorais

O tumor foi fragmentado e colocado numa solugcdo cofogenase IV (Gibco
17104-019) em tampéo HEPES (5mg) a 37°C, e submetido a agitacdo suave durante
10 minutos permitindo a sua desagregacao. O horetrgeio assim obtido, foi filtrado
através de um filtro de B@n, centrifugado a 50g a temperatura de 19°C eadetio
sobrenadante. Pelletobtido foi ressuspenso emmB de DMEM e centrifugado, tendo-
se repetido este procedimento trés vezes, comeatoly de remover a colagenase IV.

Apos a ultima lavagem as células foram ressuspeamsds:’ de DMEM.

4.2 Citometria de Fluxo

As células obtidas no procedimento anterior foraralisadas recorrendo a cito-
metria de fluxo, de acordo com a metodologia jariéa anteriormente, no sentido de
inferir acerca das alteragbes do microambiente talhrcausadas pelo efeito causado
pelo sensibilizador. Assim, avaliou-se a viabilidaglular (marcagdo com An-V/IP), o
potencial de membrana mitocondrial (JC1) e a pgssentracelular de ROS (com

recurso as sondas DCFH2-DA e DHE)
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4.3 Andlise Histoldgica

Para além da citometria de fluxo e como forma cemphtar de avaliagdo da
citotoxicidade selectiva dos compostos realizoa-s&aliacdo da morfologia celular e
determinacao da classificagdo histolégica atraaésidroscopia optica.

As amostras de tumor previamente conservadas anolfdoram desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool, diafaneizadasilel e embutidas em parafina.
Realizou-se microtomia aleatéria e preparacao ménks que foram coradas com base
na técnica de hematoxilina e eosina (H&E).

A observagdo microscopica foi realizada num miapicr Nikon ACT-1 equipado
com camara digital Nikon DMXM120F e computador dedo com o software Nikon

eclipse 80i.

5. Andlise estatistica

O tratamento estatistico foi efectuado recorrendosaftware SPSSS(atistical
Package for Social Sciengestatisticsversao 17.

Na analise estatistica dos resultados de viab#idatular, alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial e stresse oxidativo utilizew teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

Na andlise dos resultados do estudo prospectivterdpia fotodinamican vivo
recorreu-se a estimacao de Kaplan Meier para daragés de curvas de sobrevivéncia.
Foram considerados dois tratamentos, BBr2HPP eHBP4 e 3 tempos de incubacao,

24, 48 e 72 horas. Para cada combinacao tratarteenfw de incubacdo observaram-se
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6 ratinhos, assim como para o grupo controlo. @mel do tumor foi medido nos dias

2, 4,6, 8,10 e 12. Assim, o evento foi definidmmo a presenca de volume tumoral
inferior ao limite inferior do intervalo de configa a 95% para a média dos volumes
tumorais nos ratos do grupo controlo.

Para cada farmaco foram construidas quatro cumasbrevivéncia, uma para o
grupo controlo e trés relativas a cada um dos tempancubacdo. A comparacao das
quatro curvas de sobrevivéncia foi realizada ena dadnaco em separado através do
teste de hipoteses de Wilcoxon para comparacaarstascde sobrevivéncia. O nivel de
significancia aplicado a estes dois testes foi e Bara cada curva de sobrevivéncia
foram determinados os tempos medianos de sobrevavén

Realizaram-se ainda todas as comparac¢des mulgipksiveis de cada dois grupos,
sempre que foram observadas diferencas estatigitansignificativas entre as quatro
curvas de sobrevivéncia. Também aqui se utilizotesie Wilcoxon. O nivel de

significancia para estes testes foi ajustado péimdo de Bonferroni e fixado em 0,8%.
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