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Os métodos referidos no capitulo anterior, foramadas com o objectivo de
desenvolver duas moléculas fotossensibilizadorasiyeis de serem utilizadas em
terapia fotodindmica para o cancro e avaliar aci#ioéoxicidade e efeitos ao nivel da

producao de ROS, recorrendo a metodologias dagwotelular.

1. Estudos de quimica
1.1. Sintese de 5,10,15,28rakis(2-bromo-3-hidroxifenil)porfirina (TBr4HPP) e de

5,15bis(2-bromo-3-hydroxyfenil)porfirina (BBr2HPP)

ApoOs a sintese quimica dos compostos, aplicaraos-gaeétodos descritos para a
confirmacado da estrutura e a avaliagdo das caistatas fisico-quimicas dos mesmos.

A estrutura quimica dos compostos sintetizadosreptésentada na figura 11.

OH OH

TBr4HPP BBr2HPP

Figura 11: Estrutura quimica dos sensibilizadores latidos.
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1.1.1. TBr4HPP

Da anadlise elementar obteve-se o0 seguinte result@igH604BrsN4.H,0
(calculado: C, 52,2%; H, 2,79%; N, 5,53%; encordra@, 52,5%; H, 3,13%; N,
4,71%).

A ressonancia magnética nuclear protonica realizana metanol deuterado
forneceu o seguinte resultado, RMN 1H (300 MHz,;GD): 6: 4,63 (s, 4H , OH);
7,19-7,30 (m, 4H, Hn); 7,55-7,72 (m, 4H, H.i). Nesta expressado os valores que
antecedem o paréntesis representam o desvio quamicpartes por milhdo (ppm), a
primeira letra dentro do paréntesis representalpitidade do sinal, que pode ser sob
a forma de singuleto (s), dupleto (d), tripletoa) multipleto (m), a seguir apresenta-se
a integracdo do sinal, isto €, 0 numero de protbgse corresponde e, finalmente, a
atribuicao do sinal.

A espectroscopia de massa revelou o seguinte espdesl (MS): m/z=994
[(M+1)"]. Na expressdo, a massa 994 corresponde ao iZzuen menos 2 moléculas

de HCI.

1.1.2. BBr2HPP

A analise elementar foi substituida por espectroeelie massa de alta resolucéo
em que se obtém o valor da massa molecular do gimpnalisado: £H21BroN4O;
(M + H), 653,0054; encontrados, 652,99809.

A ressonancia magnética nuclear protonica realizada DMSO como solvente,

forneceu o seguinte resultadel NMR (400 MHz, DMSOg): &: 7,24 (2H, ArH), 7,70
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(d, JE 3.03 Hz, 2H, ArH), 7,87 (d,3 8,7 Hz, 2H, ArH), 8,95 (d, 24,6 Hz, 4H, pirrol-
H), 9,38 (d, .E 4,6 Hz, 4H, pirrol-H) 10,29 (s. 2H, metileno bred#).
A espectroscopia de massa revelou o seguinte espM$ (ESI):m/z 653 [(M +

1)']. Na expresséo, a massa 653 corresponde ao i&aubal.

1.2. Espectros de absorcéo e de emisséao de fluoéesxa

O espectro de absorcdo das porfirinas em etanotranaestipica banda Soret
(B(0,0)) e as bandas Q destes compostos . Os maximmabsorcao e os coeficientes de
absorcéo dos sensibilizadores sédo apresentadedelaltl. As bandas de absorcéo da
diarilporfirina BBr2HPP sao deslocadas para o aeui, relacdo a tetraarilporfirina
correspondente. A banda Qx (1-0) da porfirina SliEBHsubstituida aparece em
630nm, em vez de 645nm como observado na tetradhipa. Para concentracdes
entre 1x10 e 1x10'M n&o se observou nenhum desvio & lei de Beer-Larittaicando

que os sensibilizadores nédo formam agregados edigd@s experimentais.

[——TBraHPP)
— — BBr2HPP

~ = BBr2HPR|
|—— TBraHPP)

Intensidade normalizada

Intensidade de absorgéo normalizada

Figura 12: Espectros de absorcdo (A) e de emissae €fluorescéncia (B) de
BBr2HPP e TBr4HPP. Os valores maximos de absor¢cdo e de emissédo de
fluorescéncia foram normalizados a 1 utilizand®tivareOrigin 8. Os resultados
expressam a média de trés experiéncias indepesdente
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Os espectros de fluorescéncia apresentam duassbandaerca de 630 e 695 nm
(figura 12). Os sensibilizadores apresentam umide/Sokes curto. Os rendimentos
qguéanticos de fluorescéncia foram medidos utilizaadd,10,15,20-tetrafenilporfirina
(TPP) como referéncia seguindo o procedimento padPaneiro et al., 1998). O
rendimento quantico de fluorescéncia de TPP emoktaedido foi 0,09 usando o
rendimento quantico em tolueno (0,10) como refeeé(Rarker, 1968) e a equacgéo de
Parker (Pineiroet al., 1998), tendo em conta os diferentes indices flacgdio dos

solventes. Os rendimentos quéanticos de fluoresa&us sensibilizadores em etanol séo

apresentados na tabela .

Tabela lll: Absor¢ao, fluorescéncia, rendimento quatico de fluorescéncia
e rendimento quantico de oxigénio singleto dos selndizadores.

Absorgao, A,;, (nm), € (M1cm?)

Fluorescéncia, A, (hm)

B(0-0) | Qy(1-0) | Qx(0-0) | Qy(0-0) | Qx(1-0) | Q(0-0) Q(0-1) (OB D,
402 499 529 572 627 0,002 +

1,61x105 | 1,13x103 | 2,70x10° | 3,57x103% | 5,27x102 | 630 695 0,00007 | 056 %0,07
416 512 >40 >86 646 645 714 | 0,10+ 0,01 | 0,55 0,03

1,93x10°

1,24x10%

4,50x103

4,98x103

2,93x103

1.3. Rendimento quantico de oxigénio singleto

O rendimento quéantico da formacdo de oxigénio sionglkp,, foi medido por
fotdlise no estado estacionério utilizando DMA coateo. Este composto foi utilizado
para calcular o rendimento quéantico de formacamxigénio singleto de diferentes

porfirinas e compostos relacionados (referéncladpMA parece ser uma boa escolha,
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pois reage selectivamente com ((’mg), a reaccao tem uma taxa constante elevada na
agua e em muitos solventes organicos, nao apresentéferencas de foto-degradacao
significativas. A observacéo da foto-oxidacdo doMDs&m a interferéncia da absorcéo
do sensibilizador segue uma cinética de primeidaror

O sistema de fotdlise no estado estacionario perntgidlcular o rendimento
quantico de formacao de oxigénio singleto parasa-ae-bengala usando o azul-de-
metileno como referéncia e DMA como alvo para oamet Obteve-se o valor de 0,82,
os valores da literatura diferem entre 0,68 e 0,86.

O rendimento quantico de formac&o de oxigénio stngé apresentado na tabela

[ll, ndo se verificando diferencas significativadre os sensibilizadores estudados.

2. Estudosin vitro

ApoOs a sintese e a andlise quimica dos sensitlbligadniciaram-se os estudios
vitro. Comecou-se pelos estudos na linha celular humanadénocarcinoma colo-
rectal, WiDr, com a qual se obtiveram as captacides)izacdo subcelular, curvas de
dose-resposta, 0s tipos de morte celular e ososfeib nivel do stress oxidativo
induzidos pelos sensibilizadores. Foi ainda poksigemparar o efeito dos
sensibilizadores ao nivel da proliferagéo celulana linha celular humana néo tumoral

de fibroblastos, HFF1.
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2.1. Estudos de Captacéo

Os estudos de captacao celular realizados comagéobdos sensibilizadores nas
concentracdes 0,5, 1 e 5uM mostraram que a captapdar € dependente da dose. A
intensidade de fluorescéncia aumenta com o aumela@o concentracdo dos
sensibilizadores no periodo de incubacdo. Em @adtwelulares submetidas a uma
concentracdo de 5uM de sensibilizador verificoause a concentracéo intracelular dos
sensibilizadores foi de 1.88+0.11uM para TBr4HPB,¥L+0,01uM para BBr2HPP,

como podemos ver na figura 13.

2,5

1,5

0,5

Captacdo celular (uM)

TBr4HPP BBr2HPP

Figura 13: Captacao celular dos sensibilizadores nas célulasiiR. Resultados
para incubacdo com 5uM. Os resultados expressamda rde trés experiéncias
independentes.

2.2. Localizagcao Subcelular

O padrédo de localizacdo de TBrdHPP, de BBr2HPP esatala mitocondrial

MitoTracker Green FM na linha celular de adenocarcinoma colo-rettaDr foi

estudado por microscopia de fluorescéncia.
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As imagens da figura 14 e 15 mostram que o padiodidtribuicdo dos
sensibilizadores parece coincidir com a localizad@®sonda mitocondrial. Pode ainda
verificar-se que os sensibilizadores ndo se lomalino nucleo, uma vez que nao se

observou fluorescéncia na zona nuclear.

Figura 14: Localizacdo subcelular do sensibilizadoBBr2HPP. Imagens de
microscopia de fluorescéncia obtidas com uma aggiade 400x. Localizacdo

subcelular do sensibilizadof), da sonda mitocondrial Mitotrack@reen FM (B)
e nucleos corados com hoechst 3325R Sobreposi¢do das imagens obtidaps (
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Figura 15: Localizacdo subcelular do sensibilizadofTBr4HPP. Imagens de
microscopia de fluorescéncia obtidas com uma aggiade 400x. Localizacdo
subcelular do sensibilizadof), da sonda mitocondrial Mitotrack@reen FM (B)
e nucleos corados com hoechst 3325R Sobreposi¢do das imagens obtidaps (

2.3. Avaliacéo da Proliferagdo Celular

Para avaliar os efeitos anti-proliferativos dossgg@hzadores sintetizados, em culturas
celulares da linha adenocarcinoma colo-rectal Wiladministraram-se 0s
sensibilizadores em concentragbes variaveis enr@v5e 10uM, posteriormente
procedeu-se ao tratamento fotodinamico, com uma de<.0J e realizou-se o0 ensaio do
MTT. A figura 16 representa as curvas de dose stgpao tratamento fotodinamico
com os sensibilizares TBr4HPP (figura 16, B) e B#PP (figura 16, A) apos 24, 48 e

72 horas da realizacdo do tratamento fotodinanNedigura 16 (C) estao representadas
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24h (r° = 0,99966)
48h (r* = 0,99142)
——72h (" =0,97631)

24h (r* = 0,96667)
48h (r* = 0,99786)
——72h (r = 0,99913)

Proliferagao (%)
Proliferagao (%)

4 T i

T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Concentragao ( pM) Concentragao ( pM)

C

BBr2HPP (r >= 0,96667)
TBr4HPP (r* = 0,99966)

Proliferacao (%)

Concentracao ( pM)

Figura 16: Curvas de dose-resposta das células deemocarcinoma colo-rectal
WiDr ao tratamento fotodindmico. (A) Curvas de dose-resposta ao tratamento
fotodindmico com BBr2HPP apds 24, 48 e 72 hoys Qurvas de dose-resposta
ao tratamento fotodindmico com TBr4HPP apds 24, e4872 horas. §)
Comparacdo das curvas de dose-resposta apds 24 hpara o tratamento
fotodindmico com os dois sensibilizadores estuda@ssresultados expressam a
média de pelo menos seis experiéncias independentes

as curvas de dose-resposta dos dois sensibilizadestidados apdés 24 horas do
tratamento fotodinamico. Para estabelecer estam<urtilizaram-se como termo de
comparacdo as culturas celulares controlo, subawetidpenas ao veiculo de
administracdo dos sensibilizadores (mistura tean@e PEGy:H.O:EtOH, 5:3:2,

ViViV), as quais se atribuiu o valor de 100%. Asvas de dose-resposta foram
desenhadas no software Origin 8.0, que através rdoegsamento dos resultados

obtidos estabeleceu a curva de melhor ajuste solados experimentais e forneceu a
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equacao das mesmas. Assim, foi possivel calcullE50 para os sensibilizadores

estudados. Estes valores estéo representadosete b

Tabela IV: IC50 dos sensibilizadores BBr2HPP e TBPP na linha celular
de adenocarcinoma colo-rectal WiDr apés 24h, 48h @2h do tratamento
fotodinamico.

BBr2HPP TBr4HPP

Verifica-se que, ap0s 24 horas, enquanto no tratenfetodindmico baseado em
TBr4dHPP sdo necessarios 464nM para obter o IC50tratamento fotodindmico
baseado em BBr2HPP s&do necessarios apenas 180nkhs nie metade da
concentracdo. Tendo em conta a analise ao longentlmo, no tratamento fotodindmico
baseado em BBr2HPP, a concentracdo correspondem@s@ diminui para 141nM as
72 horas. No caso do tratamento fotodinamico basead TBr4HPP verifica-se um
aumento da concentracdo necesséria para obterConi&bcélulas de adenocarcinoma
colo-rectal: 620nM para as 48 horas e 765nM par@ dwras.

Para avaliar a citotoxicidade dos sensibilizadestadados sem activagéo pela luz,
administraram-se o0s sensibilizadores em concermsagdriaveis entre 50nM e 10uM, e
realizou-se o ensaio do MTT apds 24, 48 e 72 hévdiggura 17 (A e B) representa as
curvas de dose resposta aos sensibilizadores TBY4HBBr2HPP apds 24, 48 e 72

horas da administracdo. Para estabelecer as alevésse-resposta utilizaram-se como
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Proliferagao (%)

80

604

204

24h (* = 0,9337)
48h (r° = 0,8434)
72h (r* = 0,9040)

T T
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Proliferacao (%)

96h (r° = 0,60099)

24h (r* = 0,61099)
72h (r* = 0.85812)
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4 6
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Proliferacao (%)

10J (r* = 0,9667)
0J (* =0,9083)
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4 6 8 10
Concentragao ( pM)

Figura 17: Curvas de dose-resposta das células de adenocareireocolo-rectal
WiDr aos sensibilizadores ndo activados pela lugA) Curvas de dose-resposta
ao sensibilizador BBr2HPP apds 24, 48 e 72 horasldanistracdo.R) Curvas de
dose-resposta ao sensibilizador TBrdHPP apos 24, #8horas da administracao.
(C) Comparacéao das curvas de dose-resposta ao $eadilyi BBr2HPP 24 horas
apos activacdo pela luz (linha amarela) e 24 hass administracdo sem
activacao pela luz (linha verde). Os resultadogesgam a média de pelo menos
seis experiencias independentes.

termo de comparagdo as culturas celulares contsalametidas apenas ao veiculo de

administracdo dos sensibilizadores (mistura tean@e PEGy:H.O:EtOH, 5:3:2,

ViViV), as quais se atribuiu o valor de 100%. Asvas de dose-resposta foram

desenhadas no software Origin 8.0, que através rdoegsamento dos resultados

obtidos estabeleceu a curva de melhor ajuste solados experimentais e forneceu a

equagcao das mesmas. Calculou-se o IC50 para owbiseadores nas 3 condigbes

sempre que o0 ajuste o permitiu e os valores estiiesentados na tabela V.
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Tabela V: IC50 dos sensibilizadores BBr2HPP e TBr4HPP na lirdacelular de
adenocarcinoma colo-rectal WiDr apos 24h, 48h e 72te administracdo, sem
activacao pela luz(*: Impossivel calcular.)

BBr2HPP TBr4HPP

Para o sensibilizador TBr4HPP foi impossivel calcula concentracao
correspondente ao IC50 para os trés tempos deaga&aliPela observacéao do grafico B
da figura 17 pode-se observar que as curvas deomagliiste aos valores experimentais
nao se aproximam de y=50.

Para o sensibilizador BBr2HPP foi possivel calcuwar valores de IC50 que
correspondem a 7,08uM para as 24 horas, 3,96puMgsad8 horas e 1,12para as 72
horas. Na figura 17 (C) estédo representadas a caggradas curvas de dose-resposta a
este sensibilizador para as 24 horas quando aotipath luz (IC50=180nM) e né&o
activado pela luz (IC50=7,08 uM).

Uma vez que os potenciais sensibilizadores estsdadste trabalho seriam, num
contexto clinico, administrados por via sistémigstudou-se também a sua
citotoxicidade em células ndo tumorais. Para ttlizou-se uma linha de células
humanas normais que estava disponivel, nomeadanaehidha HFF1 de fibroblastos
da pele. A figura 18 (A e B) representa as cuneasdake resposta aos sensibilizadores
TBr4HPP e BBr2HPP apos 24, 48 e 72 horas da admaicd®. Para estabelecer as
curvas de dose-resposta utilizaram-se como ternmmuhgparacédo as culturas celulares

controlo, submetidas apenas ao veiculo de adnag&drdos sensibilizadores (mistura
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24h (r° =0.96144) 24h (r* = 0,62063)
1004 48h (r* = 0,99142) 100 48h (1 = 0,97018)
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Figura 18: Curvas de dose-resposta da linha celular humana déroblastos
normais, HFF1, aos sensibilizadores estudado@) Curvas de dose-resposta ao
sensibilizador BBr2HPP apds 24, 48 e 72 horas darestracdo. B) Curvas de
dose-resposta ao sensibilizador TBrdHPP apos 24, #8horas da administracao.
(C) Comparacgédo das curvas de dose-resposta aos at@ihiszadores apos 24
horas de administracdo. Os resultados expressamddé nde pelo menos trés
experiencias independentes.

ternaria de PE&gH,O:EtOH, 5:3:2, v:viv), as quais se atribuiu o vader 100%. As

curvas de dose-resposta foram desenhadas no softrgin 8.0, que através do
processamento dos resultados obtidos estabeleceurva de melhor ajuste aos
resultados experimentais e forneceu a equacéao esmas. Assim, foi possivel calcular
a concentracdo correspondente ao IC50 para osbsieasiores estudados. Estes
valores estdo representados na tabela VI. Parasibgezador BBr2HPP os valores de
concentracdo que correspondem ao IC50 séo 7,07pdVepa24 horas, 10,3uM para as

48 horas e 0,504uM para as 72 horas. Para o derasibr TBr4HPP os valores de
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concentracdo que correspondem ao IC50 séo 8,07pdvepa24 horas, 6,57uM para as

48 horas e 0,912uM para as 72 horas

Tabela VI: IC50 dos sensibilizadores BBr2HPP (ACS500) e TBr4HP
(ACS288) na linha celular humana de fibroblastos nonais, HFF1, apos 24h,
48h e 72h de administracéo.

BBr2HPP TBraHPP
7,07 UM 8,07 UM

10,3 pM 6,57 UM

0,504 UM 0,912 pM

2.4. Avaliacéo da Viabilidade Celular

A avaliacéo da viabilidade celular foi realizada pwometria de fluxo, recorrendo
a dupla marcacdo com AnV-FITC e IP. Como foi refere discriminado na tabela I,
esta marcacéao permite distinguir diferentes poda@acelulares: células viaveis, células
em apoptose, células em apoptose tardia e necrc&ealas em necrose. Esta avaliacao
realizou-se em culturas celulares 24, 48 e 72 hagés o tratamento fotodinamico com
BBr2HPP e TBr4dHPP nas concentracdes de 1uM parasamd sensibilizadores e
ainda em concentracdes aproximadas do IC50 obsidal@s preliminares de avaliacdo
da proliferacéo celular pelo ensaio do MTT, 150nktapBBr2HPP e 250nm para
TBr4dHPP. A figura 19 mostra odot-plots representativos desta analise para uma

amostra controlo e tratadas com 1uM BBr2HPP e 1BMHPP.
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Figura 19: Dot-plots representativos da dupla marcacdo com An-V/IP.
Legenda: azul: células vivas; vermelho: populacées apoptose; amarelo:
populacBes em apoptose tardia/necrose; verdeasénh necrose. Observando 0s

graficos representados é notério o aumento da aofolde células em necrose
para as amostras tratadas em relagéo ao controlo.

Para a avaliacdo as 24 horas, no tratamento comBBrHPP atingiu-se 87% de
morte, no entanto, com a mesma concentracdo deHFBRbbtém-se apenas 52%, em
ambos os casos principalmente por necrose. Nogaggafa figura 20 pode observar-se
que para todas as concentracdes estudadas, assalulares tratadas com BBr2HPP
tém menor viabilidade que as células tratadas cBmHPP. A morte celular ocorre
principalmente por necrose.

Os resultados experimentais foram submetidos anteaito estatistico no software
SPSS utilizando o teste ndo paramétrico de MannAd¥yi com um nivel de
significancia de 0,05. Compararam-se as populacékgares em necrose, apoptose
tardia/necrose, apoptose e células vivas de catfigdm (sensibilizador, concentragéo)
com as respectivas populacdes celulares contrab qada tempo, 24, 48 e 72 horas.
Realizou-se ainda a comparagao entre as populaghéisres em necrose, apoptose
tardia/necrose, apoptose e células vivas tratamtaslgtM BBr2HPP com as respectivas
populacdes celulares tratadas com 1uM TBr4HPP. ifssedcas com significancia

estatistica estdo assinaladas nos graficos dafRfur
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As 24 horas verificaram-se diferencas significatiean relacio ao controlo para o
tratamento com 1uM de TBr4HPP sendo a populacé@eldé&s vivas menor (p=0,023)
e a populacdo de células em necrose maior (p=0,8I8)relacdo ao sensibilizador
BBr2HPP, o tratamento fotodindmico com 150nM indusin aumento significativo da
populacdo de células em necrose (p=0,004) e digéioulas células viaveis (p=0,004)
e, com 1uM, introduziu um aumento significativo détulas em necrose (p=0,004) e
como diminuicdo de populacdo de células vivas (34), Ao comparar as populagdes
celulares obtidas apds o tratamento com ambosnsibgizadores na concentragdo de
1uM, verificou-se que no tratamento com TBr4HPPopufacdo de células vivas é
maior (p=0,027).

A analise de viabilidade realizada 48 horas aptbatamento fotodinamico mostrou
poucas diferencas significativas entre o controloékilas tratadas com TBr4HPP.
Apenas no tratamento com 1uM se introduziu um atonga populacdo em apoptose
tardia/ necrose (p=0,025), sendo que néo se caoosidgmento da populacéo celular
em necrose, com p=0,053, e diminuicdo das célida®ig, com p=0,053. No entanto, o
tratamento fotodindmico com 150nM de BBr2HP mostima diminuicdo das células
vivas (p=0,025) e aumento das ceélulas em necre€e(p5), e; em maior concentracao
(1uM), verificou-se uma diminuicdo das populacéeséulas em necrose (p=0,014) e
em apoptose (p=0,014) e aumento das células yiws(Q14). Para a comparacao entre
as populacdes celulares dos tratamentos com luMseaoonsideraram diferencas
significativas, no entanto, ha uma tendéncia pgpapulacdo de células vivas tratada
com BBr2HP ser menor (p=0,057) e as populacdes emrose (p=0,057) e apoptose
(p=0,057) serem maiores.

As 72h verificou-se um aumento significativo da plagédo de células em apoptose
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Figura 20: Analise da viabilidade celular por citonetria de fluxo com a dupla
marcacado AnV/IP. Os resultados estdo representados na forma dentegem de
células viaveis, em apoptose, em apoptose tardiase e necrose, 24, 48 e 72
horas apés o tratamento fotodinamico com BBr2HPBeIHPP. As diferencas
significativas em relacdo ao controlo estdo assilzel com* e as diferencas
significativas entre os tratamentos com 1uM de cadasibilizador estdo
assinaladas co#h Um simbolo indica p<0,05 e dois simbolos indigas0,01. Os
resultados expressam a média de pelo menos quaedéncias independentes.
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no tratamento fotodinamico com 250nM de TBr4HPP O(p25). O tratamento
fotodindmico com BBr2HPP introduziu diferengas &sti@amente significativas nas
populacdes de células vivas (150nM: p=0,011; 1uM0,@6) e de células viaveis

(150nM: p=0,046; 1uM: p=0,011).

2.5. Avaliagdo do potencial de membrana mitocondria

Para verificar a integridade da mitocondria avaBeuo potencial de membrana
mitocondrial recorrendo a sonda fluorescente JGInd&ja foi referido, o JC1 entra
selectivamente na mitocondria formando agregadosmmmdémeros que emitem
fluorescéncia vermelha ou verde, respectivamentepertendo do potencial
membranar. Quando h& despolarizacdo da membraaeomitrial, ou seja, diminuicdo
do potencial de membrana, o JC1 predomina na falenanonémeros e verifica-se
aumento da razdo monodmeros/agregados (M/A) de JC1.

As razdes M/A das culturas celulares submetidasas@mento fotodinamico foram
comparadas com as razdes de culturas celulare®loonéio tratadas, para cada tempo,
utilizando o software SPSS e o teste de Mann-Witne

No tratamento com TBr4HPP ndo se observaram difaserestatisticamente
significativas. Apesar de haver uma tendéncia pam aumento da razao
monomeros/agregados em todas as condi¢cdes do érgtacom BBr2HPP, apenas se
verificaram diferencas significativas para a amadis 24 horas (150nM: p=0,025; 1uM:
p=0,025). Nestas condicdes ha despolarizacdo dabraam mitocondrial e a
viabilidade celular esta comprometida. Os resuliaekido representados no grafico da

figura 21.
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Figura 21: Analise do potencial de membrana mitocagrial. Os resultados sao
expressos em % em relagdo ao controlo para cadpotems diferencas
significativamente significativas em relacdo aotommn estdo assinaladas cdm
tendo-se considerado um nivel de significancia,@6.@s resultados expressam a
média de pelo menos trés experiéncias independentes

2.6. Avaliacdo da producdo intracelular de espécigsactivas de oxigénio

A producdo de ROS foi avaliada através da detegamaos niveis intracelulares
médios de peréxidos e de anido superédxido, pomeitiva de fluxo com recurso as
sondas fluorescentes DCFBA e DHE, respectivamente. Como ja foi referido, a
determinacdo de peroxidos é possivel porque o IIAIao entrar na célula é clivado
por esterases que o transforma em DCFH. Este cémpus presenca de peréxidos
origina o composto fluorescente DCF. Assim, quang&or a producdo de peréxidos,
maior a intensidade de fluorescéncia que se obtém.

As MIF das culturas celulares submetidas ao tratéonéotodindmico foram
comparadas com as MIF de culturas celulares contrédb tratadas, para cada tempo,
utilizando o software SPSS e o teste de Mann-Witne

Como se pode observar no grafico da figura 22,hd@&diferencas significativas na
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producdo de peroxidos nas células submetidas damiato fotodindmico com

TBr4dHPP. No entanto no tratamento com BBr2HPP h& uendéncia para a
diminuicdo da concentracdo peroxidos intracelulazes significancia estatistica para
a analise as 24 horas com 1uM deste sensibiliZpg6r017).

Realizou-se ainda a comparagdo entre as culturadares submetidas ao
tratamento fotodindmico com 1uM de cada sensibiizatendo-se encontrado uma
tendéncia para haver maior producédo de peroxidesélalas tratadas com BBr2HPP
as 24 (p=0,050) e as 72 horas (p=0,050).

Para avaliar a producdo anido superoxido recoeed#marcacdo com DHE, uma
sonda que é convertida pelo anido superéxido aeticbomposto que se intercala no

DNA, permanecendo na célula e emite fluorescéncia.
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Figura 22: Avaliacdo da producdo de peroxidos poriometria de fluxo
recorrendo marcacédo com DCFH-DA. Os resultados séo expressos em %
em relacdo ao controlo para cada tempo. As difaemstatisticamente
significativas em relagéo ao controlo estdo assitzel cont. Considerou-

se um nivel de significancia de 0,05. Os resultagsimem a média de
pelo menos trés experiéncias independentes.
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Como se pode observar no grafico da figura 23,hd@&diferencas significativas na
concentracdo intracelular de peréxidos nas céldabmetidas ao tratamento
fotodinamico. No entanto, verifica-se uma tendémaEea 0 aumento da concentragcéo

anido superoxido.
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Figura 23: Avaliacdo da producdo de perdxidos por ibmetria de fluxo
recorrendo marcagdo com DCFH-DA. Os resultados sao expressos em % em
relacdo ao controlo para cada tempo. Nao existderedicas estatisticamente
significativas em relagdo ao controlo. Os resuladrprimem a média de pelo
menos trés experiéncias independentes.

3. Estudosin vivo

Apds os estudosn vitro, cujos resultados mostraram que os sensibilizadore
sintetizados e alvo deste estudo, sdo captadoss pmdhulas, produzem efeito
fotodinamico e induzem morte celular, iniciaranmaseestudos vivo.

Os estudos iniciaram-se pelo desenvolvimento do efbodanimal de
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xenotransplante de adenocarcinoma colo-rectal igaséhumanas da linha WiDr em
ratinhos atimico8alb/c nu/nu.

A populacdo do estudo foi constituida por 42 ratsicom xenotransplante das
células WiDr. Destes 42 ratinhos, 18 receberam rsisidizador BBr2HPP, 18 o
sensibilizador TBr4dHPP e 6 nao receberam sensdiiz constituindo o grupo
controlo. Os 18 ratinhos de cada sensibilizadoanfodivididos em trés grupos que
diferiram no momento de administracdo da luz: Ble472 horas apds a injec¢do do
sensibilizador.

Com os resultados obtidos, na forma de volume tahrefativo, estabeleceram-se
as curvas de Kaplan-Meier representadas na figdraD2terminaram-se o0s valores
médios e limites do intervalo de confianca (ICB&®dos resultados do grupo controlo.
Assim, foi possivel definir os pontos de corte, ggéio referidos na tabela VI, e o
evento, que consistiu nos volumes tumorais relatigbaixo do limite inferior do
intervalo de confianga do grupo controlo.

Desta forma, encontraram-se 31 eventos (73,8%siderando os 42 casos. A
comparacao das curvas através do teste de Wilaowsirou varias diferencas entre os
grupos. Para o sensibilizador BBr2HPP verificoutsga diminuicdo significativa do

crescimento tumoral (p<0,001) nos ratinhos tratagims relacdo ao grupo controlo.

Tabela VII: Pontos de corte para definir evento

Média

LI IC95% 1,081 1,173 1,576 1,983 2,257 2,612

LS IC95% 1,23 1,52 1,747 2,387 2,91 3,638
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O tratamento mais eficaz consiste na irradiacatofas apos a administracado do
sensibilizador (p=0,006), havendo uma diminuica@mdscimento significativa logo ao
segundo dia de monitorizacdo. Para o protocolo8deodas apos a irradiacdo também
se verificou uma diminuicdo significativa do aunwewio volume tumoral (p=0,03).
Apesar de néo se verificarem diferencas signifieatipara o grupo irradiado as 24
horas, durante fwllow-up, ndo € provavel que o volume do tumor ultrapasse grupo
controlo. Os tempos medianos de sobrevivéncia faratne 2 dias para os tratamentos
as 24, 48 e 72 horas, respectivamente. A compaet#e os grupos tratados aos trés
tempos de incubacao ndo mostrou diferencas na=iiés tempos.

Para o sensibilizador TBR4HPP verificou-se a erste de diferencas muito
significativas entre os grupos irradiados e o grogatrolo (p=0,009). Para cada tempo
de irradiacdo também se observaram diferencasvestante ao controlo, 24 horas:
p=0,006, 48 horas; p=0,03 e 72 horas: p=0,006 eE@da um dos grupos tratados aos
trés tempos de incubacdo ndo ha diferencas, sesddempos medianos de
sobrevivéncia de 6 dias, 2 dias e 4 dias, reseungnte.

A comparacao para cada tempo, BBr2HRRus TBrdHPP as 24, 48 e 72 horas,
nao mostrou diferencas significativas. Alias, pgsal8 horas verificou-se que as curvas
se sobrepdem (p=1,0).

Verificou-se que o tratamento com ambos o0s seimdibres reduz
significativamente o crescimento tumoral. Apesar m#o se terem encontrado
diferencas significativas entre os dois sensildimas destaca-se o tratamento com
BBr2HPP com irradiagdo as 72 horas, para o qualeséicam 5 em 6 eventos ao

segundo dia dillow-up.
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Figura 24: Curvas de Kaplan-Meier (A e B) e da taxa de cresciment¢C e D)
que traduzem a probabilidade de diminuicdo do gresto tumoral em resposta
ao tratamento fotodindmico com TBr4dHRP® € C) e BBr2HPP B e D). As barras
de erro correspondem ao erro padrdo calculadospaganimais em cada grupo.

4. Estudosex vivo

4.1 Isolamento das Células Tumorais e Citometria deluxo

Apdés a excisdo dos tumores, e isolamento das mdgseccélulas tumorais,
procedeu-se ao estudo celular através da citonutriluxo. Os estudos realizados com
estas células, foram os mesmos a que foram sugstaslulas dos estudosvitro, ja
referidos. Assim, foi avaliada a viabilidade cetutam quantificacdo da percentagem

de células vivas, de células em apoptose e deasébrh necrose, através da dupla
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marcacao com anexina-V e iodeto de propideo, mpiatiede membrana mitocondrial,
usando o fluorocromo JC1, e a presenca de ROStatdas sondas DCHBDA e DHE.

Os resultados obtidos, para os diversos paramatras referidos foram sujeitos a
tratamento estatistico através do teste de ManrA&hi no software SPSS
considerando-se como nivel de significancia 0,05.

Em relacao a viabilidade, ndo se obtiveram difeasrsignificativas entre os grupos
tratados em relacédo ao grupo controlo. Os resudtadtiio representados na figura 25.
Relativamente ao potencial de membrana mitocondaiabém ndo se verificaram
diferencas significativas em relacdo ao grupo odmtrA razdo M/A esta representada
na figura 26. A razdo M/A do grupo controlo foi stada a 100% e podemos verificar
gue em todas as condi¢cdes para ambos os sensibitsaha uma tendéncia para
diminuicdo da razdo M/A, o que significa que a meanh mitocondrial se encontra

polarizada.
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Figura 25: Analise da viabilidade celular por citonetria de fluxo com a dupla
marcacado AnV/IP. Os resultados estdo representados na forma dentsgem de
células viaveis, em apoptose, em apoptose tardrase e necrose, 24, 48 e 72
horas apds o tratamento fotodindmico com BBr2HPHBeIHPP. Os resultados
expressam a média de pelo menos trés experiéndiggandentes.
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Figura 26: Analise do potencial de membrana mitocadrial. Os resultados séo
expressos em % em relagdo ao controlo para cagmiéwdo existem diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao omtiOs resultados expressam a
média de pelo menos trés experiencias independentes

Relativamente a producao de ROS, analisando oeggala figura 27, observa-se
uma tendéncia para diminuicdo de peroxidos e asi@eroxido, no entanto, ndo ha

diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 27: Avaliagdo da producdo de ROS por citomer de fluxo. Os
resultados sdo expressos em % em relacdo ao comaoh cada tempo. Nao
existem diferencas estatisticamente significatieas relacdo ao controlo. Os
resultados expressam a média de pelo menos trégéngas independentes.
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4.2. Anélise da Morfologia Celular

De cada ratinho sacrificado, um fragmento do tuexxcisado foi submetido a
analise histologica. Para tal, prepararam-se |&nmasubmeteram-se 0s cortes a
coloracdo com hematoxilina-eosina (H&E).

Na andlise dos tumores excisados dos ratinhos wwogrontrolo observaram-se
nodulos tumorais subcutaneos com diametros entre P mm, constituidos por
macicos, trabéculas e estruturas tubulares deasélnkoplasicas, com morfologia
compativel com adenocarcinoma, como se pode olisaeevdigura 28. A periferia
apresentou-se sélida e a zona central apresentooseeque corresponde a 30% a 80%
do volume tumoral, esbocando a formacdo de esasitoracro e micro-tubulares.
Perifericamente os nédulos séo constituidos pafasetom altos indices mitoticos.

Os cortes dos tumores dos ratinhos tratados cor@HFE?, para todos os tempos,
que estdo representados na figura 29, reflectem stautwa histologica de
adenocarcinomas bem diferenciados com padrédo reionacro-glandular. Os nodulos

tumorais variaram entre 5 e 30mm. Na zona cenlisg¢rvou-se necrose que ocupa 10%

Figura 28: Imagens histol6gicas de um corte de um tumor do gpo
controlo. (A) Padrédo sélido e zonas de necrose, H&E, 10Bx.Radréo
microacinar, H&E, 200x.
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a 50% do volume tumoral. O tecido é constituido pacicos e trabéculas de células
neoplasicas onde focalmente ha esboco de estracdrases. Frequentemente junto as
areas de necrose observou-se a formacdo de emstrutuibulares. Observaram-se

também areas sélidas com indices mitoticos elevados

Figura 29: Cortes histolégicos dos tumores dos animais submads a PDT
com BBr2HPP apés 244, B), 48 (C,D) e 72 E, F) horas, H&EA, C eE (100x)
reflectem a estrutura histoldgica geral na qualdgména o padrdo sélido
interrompido por zonas de necrose. ParticularmeaténagentC que corresponde
aos animais irradiados apds 48horas de injeccamtG¥ian a transicdo de padrédo
sélido para a zona de necrose. A imag@nevidencia uma regido de padrao
microacinar, ampliacdo 200x. A imagddreflecte o padrao sélido predominante,
40x. Na imagent € possivel distinguir algumas células em apoptasgliacdo
400x.
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Figura 30: Cortes histolégicos dos tumores dos ratinhos tratax com
TBr4HPP, H&E. Nas imagen#\ e B, correspondentes a animais irradiados 24
horas apos administracdo do sensibilizador é palsdistinguir o padréo sélido
tumoral invadido por extensas areas de necrosee4DOXx respectivamente. As
imagensC e D, correspondem a animais irradiados 48 horas apésstracéo do
sensibilizador, 100x. Erk e F, podemos observar cortes de tumores de animais
irradiados 72 horas ap6s administracdo do semsiidr, 100x e 200x
respectivamente.

Para os animais tratados com TBr4HPP, observaraméstulos tumorais
subcutédneos com diametros entre 9mm e 2cm, comdspdo a adenocarcinomas
pouco ou moderadamente diferenciados com predompainférico do padrdo

microacinar sélido e com necrose na zona centigdawo entre 5% a 50% do volume
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tumoral. Tal como se pode observar nas imagensgdaaf30 o tecido neoplasico
adjacente a zona central esboca a formacdo ddueatracinares, e perifericamente é
constituido por macicos e trabéculas de célulaplasicas com esboc¢o de formacédo
tubular. As células tumorais sdo grandes, com &elagicleo/citoplasma e indice

mitdtico elevados.
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