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Dias felizes

Foi ontem

gque cheguei a Coimbra

e me cruzei com o futuro.

Senti-o distante,

escapando ao meu entendimento,

mas cai no seu encantamento

e deixei-me enredar nas suas promessas de dias felizes.
Pedi-lhe que esperasse por mim,

pois, juntos, iriamos ser capazes de grandes feitos.

Dia ap0s dia

o futuro foi-se chegando de mansinho.

Vai mantendo os seus segredos,

mas sinto-o mais proximo,

a medida que oucgo seus desabafos e conheco seus devaneios.
A esperanca de dias felizes ndo esmoreceu

e continuo a pedir-lhe que espere por mim

pois, algures, havera um lugar para cumprir 0s nossos sonhos.

Amanha,
qguando, enfim, o futuro me acolher em seus bragos,

sei que 0s caminhos serdo sinuosos

e que, a par de avenidas de luz, nos aguardam becos sombrios.
Mas sei também

gue o futuro precisa de quem corra em sua direcao

sem medo de lutar pelos sonhos...
SO esses sustentam a esperanca de dias felizes e alcangam grandes feitos.

Da minha mae,

Luisa Pimentel
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Resumo

A seletividade nos tratamentos utilizados em cancro € essencial para que haja uma
maior capacidade de matar as células cancerigenas sem alterar as células normais. A
maioria das abordagens para aumentar a seletividade passam por direcionar a terapia para
o tumor fazendo alteracbes no farmaco, mas isto leva a novos farmacos e a necessidade
de passarem por uma nova fase de aprovacéo e autorizacdo de venda. Uma alternativa é
a utilizacéo de combinacdes de farmacos, podendo potenciar a sua eficicia e seletividade,
administrando-se doses mais baixas e minimizando os efeitos secundarios, facilitando a
aprovacao clinica da sua utilizacdo. Neste trabalho apresenta-se a combinacao de terapia
fotodindmica com inibidores da glicolise, com o objetivo de aumentar a eficacia e
seletividade da terapia do cancro.

A Terapia Fotodinamica (PDT) utiliza um fotossensibilizador, que é um farmaco que
por si s6 ndo é prejudicial para a saude, e luz, que no comprimento de onda adequado,
ativa o fotossensibilizador, de modo a produzir espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente, danos nas células. As células tumorais apresentam uma alteracéo do
metabolismo da glicose, caracterizada por um aumento da glicélise, mesmo em ambientes
com concentra¢des normais de oxigénio (efeito de Warburg), sendo esta uma caracteristica
uatil para o design de novas estratégias terapéuticas para eliminar, preferencialmente, as
células tumorais por inibicdo da glicélise. Esta modificacdo tem sido estudada a nivel
clinico, com a expectativa de que, inibindo a glicélise, se afete, mais significativamente, o
metabolismo das células tumorais.

A 2-deoxiglucose (2DG) é um composto que, uma vez no interior da célula, é
fosforilado a 2-deoxiglucose-6-fosfato, que néo é metabolizado, acumulando-se no meio
intracelular, inibindo a glicélise. O 3-bromopiruvato (3BP) inibe a hexocinase, uma enzima
da via glicolitica, e provoca efeitos na mitocéndria, induzindo morte celular. A oxitiamina
(OXY) é um anélogo da tiamina e um inibidor ndo competitivo da transquetolase (uma
enzima da via da pentose fosfato). A transquetolase é essencial para a sintese de
moléculas importantes para a sobrevivéncia celular, relacionando-se diretamente com a
via glicolitica. A inibic&do desta via, leva a apoptose das células tumorais.

A hipotese avaliada neste estudo € que a inibicdo da glicolise, através destas
moléculas, aumente o stress oxidativo nas células, podendo aumentar a sensibilidade das
células para o stress oxidativo produzido durante a PDT.

Os estudos in vitro foram realizados numa linha celular tumoral e numa linha celular
normal, as CT26 (carcinoma do colon de murganho) e NIH/3T3 (fibroblastos de murganho),

respetivamente. Os estudos comecaram com a avaliacdo do IC50 da redaporfin nas duas



linhas celulares seguida da aplicacdo de doses ndo toxicas de 2DG, 3BP e OXY, para
avaliar se a combinacéo € mais eficaz do que os efeitos individuais.

A combinacéao entre PDT-redaporfin e 2DG ou OXY ndo mostrou melhorias muito
significativas, nem a nivel da eficacia, nem a nivel da seletividade. Porém, a combinacao
de uma dose de 10 uM de 3BP com PDT-redaporfin aumentou a eficicia da terapia e
mostrou uma maior seletividade para a linha celular tumoral em comparacdo com a nao

tumoral.



Abstract

The selectivity of treatments used in cancer therapies is essential to enable drugs
to kill cancer cells while sparing normal cells. Most approaches to improve selectivity aim
at targeting the tumor through chemical modifications of the drug. This leads to new drugs
and lengthy regulatory pathways for marketing authorization. Alternatively, the combination
of different drugs may potentiate the efficacy and selectivity of a treatment leading to the
administration of lower doses, thereby minimizing adverse effects, and facilitate clinical
approval. This work presents the combination of photodynamic therapy (PDT) with
glycolysis inhibitors to improve efficacy and selectivity in cancer treatments.

PDT uses a photosensitizer and light with an appropriate excitation wavelength that
activates the photosensitizer in the presence of oxygen to produce reactive oxygen species
and, consequently, cell damage. Tumor cells have an alteration in glucose metabolism,
characterized by an increase in glycolysis pathway, even in environments with normal
oxygen concentration (Warburg Effect). This modification has been explored, including in
clinical trials, with the expectation that the inhibition of glycolysis should alter especially the
metabolism of tumor cells.

2-Deoxyglucose (2DG) is a compound that is phosphorylated to 2-deoxyglucose-6-
phosphate, which is not metabolized and accumulates in the cell, inhibiting glycolysis. 3-
Bromopyruvate (3BP) inhibits hexokinase (an enzyme of the glycolytic pathway) and also
has effects on mitochondria, inducing cell death. Oxythiamine (OXY) is an analogue of
thiamine and a noncompetitive inhibitor of transketolase (an enzyme of pentose phosphate
pathway). Transketolase plays a vital role in the synthesis of important molecules for cell
survival, directly correlated to glycolytic pathway. The inhibition of this enzyme leads to
apoptosis of cancer cells.

The hypothesis investigated in this study is that the inhibition of glycolysis, through
these molecules, increases oxidative stress in the cell which may increase the sensitivity to
the oxidative stress produced by PDT.

In vitro combination studies were performed in both cancer and normal cell lines,
CT26 (colon carcinoma — mouse) and NIH/3T3 (fibroblasts — mouse), respectively. We
started our studies with the evaluation of IC50 of redaporfin in the different cell lines and
then co-incubation with 2DG, 3BP and OXY at nontoxic concentrations, in order to examine
which combination was more effective than the individual effects.

Combination of PDT-redaporfin with 2DG and OXY did not improve neither the
efficacy nor the selectivity of the treatment. The most promising result is the combination of
a 10 uM dose of 3BP with PDT-redaporfin. This combination increases the efficacy of the

treatment and is more selective to the cancer cell line.

xi






Capitulo 1:
Introducgao

1. Cancro

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude, cancro € um termo genérico para
um conjunto de doencgas caracterizadas por um crescimento anormal de células, para la
dos seus limites habituais e que podem invadir tecidos adjacentes e espalhar-se para
outros 6rgaos. Outros termos utilizados sdo tumores malignos ou neoplasias. O cancro
pode afetar qualquer parte do corpo e tem varios subtipos anatémicos e moleculares que
requerem estratégias especificas de tratamento!. O cancro é uma das principais causas de
morte a nivel mundial e, em 2012, foram diagnosticados 14.1 milh6es de novos casos de
cancro a nivel mundial e 8.2 milhées de mortes relacionadas com esta doenca?. O impacto
economico do cancro € muito significativo e esta a aumentar. Apesar de ainda nao se
conhecer o custo global do tratamento do cancro, sabe-se que se situa nos bhilides de
délares por ano. SO nos Estados Unidos da América, em 2011, o custo estimado para o
tratamento do cancro era de 88.7 hilides de délares?®.

O processo tumoral ocorre em varios passos e € caracterizado por diversas
alteracbes no genoma de células normais que, progressivamente, se transformam em
células cancerigenas. No desenvolvimento do tumor, as alteracdes genéticas que
conferem vantagem para o crescimento e adaptagéo das células sdo mantidas, enquanto
que as caracteristicas desvantajosas nao, levando a evolucao das células com um fenétipo
maligno. Com o tempo foram descobertas mutagdes que produzem oncogenes, que levam

a um ganho de fungéo, e outras que produzem genes supressores tumorais, que provocam



uma perda de uma funcdo. A desregulacdo do genoma, com o surgimento de mais
oncogenes e uma diminuicdo dos genes supressores tumorais leva ao surgimento de

células tumorais*®.

1.1. Caracteristicas das células tumorais

Os tumores sdo compostos por diferentes tipos de células, ndo apenas células
tumorais proliferativas, mas também células endoteliais, células do sistema imunitéario,
entre outras, que interagem uns com 0S outros e promovem a tumorigénese, através da
criacdo de um microambiente favordvel para o crescimento do tumor. As células
cancerigenas manifestam caracteristicas tipicas, como uma sustentacao da sinalizagéo
proliferativa, insensibilidade para os sinais de inibigcdo de crescimento, disrup¢do da morte
celular, potencial replicativo ilimitado, inducdo da angiogénese e invasdo e metastizagéo

(Figura 1.1. Caracteristicas tipicas do desenvolvimento de um tumor. Adapatado de ©.

Insensibilidade
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crescimento
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Figura 1.1. Caracteristicas tipicas do desenvolvimento de um tumor. Adapatado de ©

1.1.1. Sustentacdo da sinalizacao proliferativa

Os tecidos normais controlam a producao e libertacdo de sinais que promovem o
crescimento celular, garantindo a homeostase do nimero de células e a manutencédo da
funcéo dos tecidos. No caso das células cancerigenas, quando ha desregulacao destas
vias de sinalizacdo, ha uma alteracdo do numero e funcéo das células. Normalmente, os
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sinais sao transmitidos por fatores de crescimento que se ligam a recetores, que existem
na superficie das mesmas. Estes recetores contém dominios intracelulares tirosina-cinase
e ao serem ativados recorrem a vias intracelulares que regulam o ciclo celular, o
crescimento celular e também outras propriedades, provocando diversas alteracdes nas
células’. Nas células tumorais ha um aumento da capacidade de proliferacédo que se pode
dever a diversos processos, nomeadamente, sinais autdcrinos, sinais que estimulam as
células normais associadas ao tumor, o aumento dos niveis de recetores na superficie

celular e mecanismos de feedback negativo &°,

1.1.2. Insensibilidade para os sinais de inibicdo de crescimento

As células cancerigenas apresentam uma desregulacdo dos sinais que inibem o
crescimento e a proliferagdo celular, muitas vezes regulados através da acdo de genes
supressores tumorais, que estao inativados em diferentes formas de cancro. Os genes
supressores tumorais mais conhecidos codificam as proteinas RB (Proteina do
Retinoblastoma) e p53 (Proteina p53), que sao essenciais para 0s circuitos regulatorios
que controlam a decisdo da célula proliferar ou entrar em processos de senescéncia ou
apoptose®. As proteinas supressoras tumorais recebem informacéo através de diversos
sinais intra e extracelulares e, em resposta a esses sinais, a célula pode ou nao prosseguir

0 seu ciclo de crescimento e divisdo!**2.

1.1.3. Disrupgao da morte celular

A apoptose é um tipo de suicidio celular regulado, essencial para a manutencao da
homeostase dos tecidos, eliminando células desnecessarias ou prejudiciais, sendo por
isso, uma barreira natural ao desenvolvimento de tumores. A regulacao deste processo é
fundamental e orquestrada por uma rede complexa de vias de sinalizacdo, e a sua
desregulacéo leva a uma proliferacdo exagerada e acumulacdo de alteracbes genéticas
nas células. A apoptose pode ser iniciada por sinais internos, como niveis elevados de
oncogenes, ou externos, como a ligagdo de moléculas aos recetores da morte presentes
na membrana celular®!®, Devido a apoptose servir como uma barreira a tumorigénese, as
células cancerigenas sofrem altera¢des que danificam as vias de sinalizagédo apoptoticas,
facilitando o crescimento do tumor e a metastizacdo. Um dos primeiros reguladores de
apoptose descoberto foi a Bcl-2 (Proteina da Célula-B do Linfoma 2), uma oncoproteina
que atua através da promocédo da sobrevivéncia das células e diminuindo a proliferagéo.
Outro fator a considerar é que as alteracdes na apoptose podem provocar resisténcia as
terapias para o cancro, uma vez que muitas se baseiam na eliminacdo das células por

apoptose!“.



1.1.4. Potencial replicativo ilimitado

As células cancerigenas dependem de um potencial replicativo ilimitado para que
possam gerar tumores macroscopicos. Esta caracteristica vai contra 0 comportamento das
células normais, uma vez que estas passam por um numero limitado de divisdes celulares,
que culmina em um de dois processos: senescéncia (entrada irreversivel num estado nao
proliferativo, mas viavel) ou apoptose (morte celular)®. O final dos cromossomas é
constituido por teldmeros, que sdo estruturas que protegem estas regides, impedindo a
degradacdo dos cromossomas. A telomerase € a enzima responsavel por adicionar
segmentos repetidos ao DNA (Acido Desoxirribonucleico) telomérico, evitando a sua
degradacdo. Em células ndo imortalizadas, esta enzima, ndo é normalmente expressa,
mas existe em niveis elevados na maioria das células imortalizadas, incluindo nas células
tumorais. A atividade da telomerase leva a uma resisténcia a morte celular ou senescéncia,
uma vez que permite a manutencgéo dos telémeros nos cromossomas e que as células se

continuem a multiplicar>-17,

1.1.5. Inducgéo da Angiogénese

Os tumores necessitam de nutrientes e oxigénio para sobreviver, tal como de excretar
desperdicio metabdlico e diéxido de carbono, por isso, a neovasculatura do tumor é
essencial para a sobrevivéncia das células cancerigenas®®. Nos adultos a angiogénese
esta normalmente quiescente mas, pelo contrario, durante a progressdao tumoral, a
angiogénese € ativada e mantém-se, permitindo que a vasculatura normal, em tempos
guiescente, se renove e origine novos vasos sanguineos, possibilitando o crescimento e
expansdo do tecido tumoral®®. A angiogénese surge cedo no desenvolvimento dos tumores,
contribuindo para o seu desenvolvimento desde o inicio e, a partir do momento em que é
ativada, os tumores exibem diferentes padrées de neovasculariza¢do, podendo ter mais ou
menos densidade vascular®®. Os vasos sanguineos produzidos nos tumores sio,
normalmente, aberrantes, isto porque se trata de uma angiogénese cronicamente ativada
e de uma mistura de sinais proangiogénicos mal regulados, levando a formacéao de vasos
demasiado ramificados, distorcidos e alargados, com um fluxo sanguineo anormal,

microhemorragias e uma proliferacdo e apoptose desregulada das células endoteliais?!?2,

1.1.6. Invasdo e Metastase

Até h4 pouco tempo, os mecanismos subjacentes aos processos de invasdo e
metastase eram pouco conhecidos, mas sabia-se que as células cancerigenas alteravam
a sua forma e também a sua adesé&o a outras células e & matriz extracelular. A alteragcéo

melhor caracterizada nas células tumorais é a perda, pelas células cancerigenas, da E-



caderina, uma molécula essencial no processo de adesédo célula-célula. Niveis elevados
desta molécula sao considerados como um antagonismo a invasao e metastase, ao passo
gque a sua reducao potencia este fenétipo. Frequentemente, em células tumorais, os niveis
desta molécula estdo diminuidos ou o gene sofre uma mutacdo que inativa a proteina,
sendo considerado um fator determinante para a invasao e metastizacdo. Para além disso,
existem outros genes e moléculas de adesdo célula-célula que estdo alterados em
carcinomas. Pelo contrario, moléculas de adesdo associadas a migragédo celular, que
ocorre durante a embriogénese e inflamacao, estdo normalmente em niveis mais elevados,
como é o caso da N-caderina. Para além das diferencas entre os niveis destas moléculas,

ndo se conhecem bem os principais reguladores da invasédo e metastase??,

A aquisicdo das caracteristicas tipicas das células tumorais, explicadas
anteriormente, e que permitem o crescimento, sobrevivéncia e metastizagdo tumoral
depende de duas caracteristicas principais: o desenvolvimento de uma instabilidade do
genoma das células tumorais, gerando mutagdes; e do estado inflamatorio das lesdes pré-

malignas e malignas que, em certos casos, promove a tumorigénese.

1.1.7. Instabilidade do genoma e mutacdao

A aquisicdo das diferentes caracteristicas das células cancerigenas deve-se em
grande parte a diversas alteragdes no genoma das células neoplasicas. Alguns genoétipos
mutantes conferem uma vantagem adaptativa, permitindo o crescimento das células
tumorais®. Nas células normais existem sistemas que permitem a manutencdo do genoma,
detetando e resolvendo os defeitos no DNA, e impedindo que os niveis de mutagcéo se
tornem demasiado elevados. A acumulacdo de mutacdes pode ser acelerada se se
comprometerem 0s sistemas de sobrevivéncia que, normalmente, monitorizam a
integridade do genoma e conduzem as células danificadas para processos de senescéncia
ou apoptose?®?5, A proteina p53 é essencial para a maioria dos processos de protecdo do
DNA, sendo chamada de “guardia do genoma”. Esta proteina é considerada um supressor
tumoral, por isso, quando sofre mutagdes induz instabilidade genética e leva ao surgimento

de tumores?’-%8,

1.1.8. Inflamagéo promovida pelo tumor

Os tumores, para além de células cancerigenas, contém diversas células do sistema
imunitario associadas, tanto do sistema imunitario inato como do adaptativo. Ha evidéncias
de que a resposta inflamatéria associada ao tumor tenha um efeito paradoxal, levando a
um aumento da tumorigénese. As células do sistema imunitario podem contribuir com

moléculas bioativas para o microambiente do tumor, nomeadamente, fatores de
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crescimento, que aumentam a proliferacdo, fatores de sobrevivéncia, que limitam a morte
celular, fatores proangiogénicos, entre outros, favorecendo o crescimento do tumor?®°, A
inflamacao pode surgir em fases iniciais das neoplasias e promover o seu progresso para

tumores completamente desenvolvidos.

Existem ainda outros fatores que podem ser adicionados a lista de caracteristicas
propostas anteriormente para o0 desenvolvimento de tumores, como é o0 caso da
reprogramacao do metabolismo energético celular, que permite um crescimento celular e
proliferacdo continuo, ou a capacidade de as células tumorais resistirem ao ataque e

eliminacdo pelas células do sistema imunitario®®253L,

1.1.9. Reprogramacgado do metabolismo energético

A proliferacdo descontrolada das células tumorais deve-se a uma desregulacdo do
controlo da proliferacdo, mas também a ajustes no metabolismo energético da célula, de
forma a obter mais energia para o crescimento e divisdo celular. Em condigbes aerobicas,
as células normais processam a glucose, primeiro em piruvato no citosol e depois em
diéxido de carbono na mitocondria. JA& em condi¢cdes anaerdbicas, a glicélise é favorecida
e a grande maioria do piruvato ndo é usada na mitocondria. As alteragcdes no metabolismo
das células cancerigenas foram observadas, inicialmente, por Otto Warburg®>*® que
concluiu que, mesmo na presenca de oxigénio, as células tumorais reprogramam 0 seu
metabolismo de glucose e a sua producdo de energia, limitando o seu metabolismo
energético maioritariamente a glicélise, levando a um estado denominado glicélise
aerdbica. A adaptacdo metabodlica das células cancerigenas € contraintuitiva, mas as
células aumentam os niveis de transportadores de glucose e 0s niveis de enzimas da via
glicolitica, para permitir uma maior producéo de energia3*. Outro fator a considerar é que
os intermediarios da via glicolitica sao utilizados noutras vias biossintéticas, como é o caso
da producéo de nucleétidos e aminoécidos, o que facilita, por sua vez, a produgéo de

macromoléculas e organelos essenciais para as novas células®®.

1.1.10. lludir o ataque do sistema imunitario

As células e tecidos sdo monitorizados por células do sistema imunitario, que
reconhecem e eliminam as células que apresentam anormalidades, nomeadamente,
células cancerigenas. O problema surge quando h& uma inaptiddo do sistema imunitario
em reconhecer e combater a formacdo e progressdo de neoplasias, tumores ou
micrometastases. Apesar de existirem evidéncias de que o sistema imunitario serve de

barreira para a formacao de tumores, existem células que conseguem resistir a detecdo e



ataque pelas células do sistema imunitario, evitando a sua eliminacdo e levando a

formacéo de neoplasias®3",

1.2. Terapia do Cancro

As diferentes modalidades terapéuticas utilizadas dependem de cada tipo de cancro
e da sua evolugcdo. Os principais tratamentos para 0 cancro passam por cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, terapia direcionada, hormonoterapia, transplante
de células estaminais ou terapia fotodinamica®°.

A cirurgia permite retirar o tumor macroscépico do paciente, mas nem sempre € bem-
sucedida uma vez que podem existir células fora da area abrangida pela cirurgia e, por
vezes, ndo pode ser repetida no mesmo doente e nem todos os tecidos podem ser alvo
deste tipo de intervencdo. A radioterapia utiliza radiagdo ionizante para matar as células
tumorais e, consequentemente, diminuir o tamanho dos tumores ou elimina-los, mas
apresenta efeitos adversos como irritacdo cutanea®. A quimioterapia surgiu para combater
alvos especificos das células cancerigenas, de modo a levar a sua morte, utilizando um
farmaco administrado sistematicamente, mas pode ser pouco seletivo para as células
tumorais e provocar diversos efeitos secundarios*. A imunoterapia permite modular a
interagdo entre as células cancerigenas e o microambiente onde estas se encontram e
facilita a agéo das células imunitarias, para que estas destruam as células malignas, tanto
em lesdes primarias, como em locais de metastizacdo*?. A terapia direcionada tem como
objetivo fazer chegar farmacos a genes ou proteinas especificos das células cancerigenas
ou do microambiente do tumor, que promovem o crescimento tumoral. A eficacia desta
terapia depende da capacidade de libertar o farmaco apenas no local do tumor,
minimizando os efeitos secundarios. Tem como principais alvos o bloqueio da proliferacéo
celular, a regulagéo do ciclo celular ou a apoptose ou autofagia das células cancerigenas®.
A hormonoterapia é um tratamento que diminui o crescimento de células cancerigenas
dependentes de hormonas, como € o caso de alguns casos de cancro da mama ou da
préstata®®. No entanto, todas estas terapias tém limitagdes, sendo necessario investir em
diferentes modalidades terapéuticas com menos efeitos secundarios. Assim, surge a
terapia fotodindmica, que € um processo aprovado clinicamente, e trata-se de uma terapia

seletiva pouco invasiva que permite eliminar células malignas*.



2. Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica (PDT, do inglés photodynamic therapy) é uma terapia
aprovada clinicamente, pouco invasiva, e pode ser utilizada para o tratamento de lesdes
neoplasicas ou outro tipo de doencas®, tendo como objetivo a remocdo de células
prejudiciais ou indesejadas*64’.

A terapia fotodindmica depende de trés componentes essenciais: um
fotossensibilizador (PS, do inglés photosensitizer), luz e oxigénio, sendo que nenhum é
téxico individualmente, mas combinados culminam na formacdo de espécies altamente
reativas®.

A PDT inicia-se com a administracdo de um farmaco fotoativo, isto €, que ao absorver
luz, preferencialmente na janela fototerapéutica (650 a 850 nm — gama de comprimentos
de onda onde os tecidos sdo mais transparentes a passagem da luz), se torna ativo,
denominado fotossensibilizador. Apés a administracéo do farmaco, espera-se um intervalo
de tempo especifico, denominado “intervalo farmaco-luz” (DLI, do inglés drug-to-light
interval). Caso o DLI seja curto, trata-se de PDT vascular, uma vez que o PS se encontra
nos vasos sanguineos, mas, se o DLI for maior, é possivel ocorrer uma maior acumulagéo
do PS no tecido alvo, tratando-se de PDT celular. Ap6s o DLI irradia-se o local do tumor.
O PS é inativo no escuro, mas quando ativado pela luz, é excitado eletronicamente e
transfere um eletrdo para 0 oxigénio molecular, ou outros aceitadores de eletrdes, levando
a formacao de anides superdxido e outras espécies radicalares (reagdes do tipo ). Uma
vez no estado excitado, o PS pode também transferir a sua energia eletrénica para o
oxigénio molecular, que se encontra no estado fundamental, levando a formacédo de
oxigénio singuleto (reagdes do tipo Il) (Figura 1.2. Representagdo esquematica das diferentes etapas
da terapia fotodinamica. Imagem cedida por Ana I. Mata.. A formacdo destas espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) desencadeia trés mecanismos principais
de acdo da PDT: efeitos citotdxicos diretos nas células tumorais, devido ao aumento do
stress oxidativo, danos na vasculatura do tumor, com consequente morte por isquemia do
tecido tumoral, e inducdo de uma reacgéo inflamatoria que pode levar a uma resposta do

sistema imunol6gico?®.



DLI

Figura 1.2. Representagdo esquematica das diferentes etapas da terapia fotodindmica. Imagem cedida por
Ana |. Mata.

A luz pode ser aplicada em qualquer zona do corpo, mesmo em Orgaos internos,
recorrendo a dispositivos compostos por fibras 6éticas flexiveis ou endoscopios. A
seletividade é conseguida com a capacidade que o PS tem de se acumular nas células

cancerigenas e também com a precisdo com que aplicamos a luz no local a ser tratado®.

2.1. Interagdo daluz com os tecidos

Os tecidos bioldgicos ndo sdo um meio homogéneo, uma vez que contém diversas
particulas microscépicas, como é o caso de macromoléculas ou organelos celulares. Por
isso, na passagem da luz pelos tecidos ocorrem diversos processos de refracdo, reflexéo,
absorcdo e disperséo, levando a um espalhamento da luz, a uma diminuicdo da
direccionalidade do feixe de luz e a uma variacéo da profundidade atingida pelo feixe de
luz (Figura 1.3). A extensdo de cada um destes processos depende do tipo de tecido e do
comprimento de onda da luz*.

A dispersao da luz nos tecidos é um dos efeitos que afeta de forma mais acentuada
a intensidade e dire¢éo do feixe de luz utilizado para a PDT. A dispersdo, em conjunto com
a refracédo, leva a um alargamento do feixe de luz, resultando numa diminuicdo da
fluéncia®.

Para além da dispersao, a absorcéo da luz pelos tecidos leva a uma diminui¢cdo da
intensidade da luz com a profundidade de penetracdo. A absorcdo da luz deve-se,
maioritariamente, a cromoforos enddgenos dos tecidos, como por exemplo &gua,

hemoglobina, mioglobina, melanina ou citocromos*®.
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Figura 1.3. Esquema da profundidade de penetragéo da luz na pele e fendbmenos de intera¢éo da luz com os
tecidos. Adaptado de**.

O conceito de janela fototerapéutica surge da combinacdo de trés fatores
principais: a maior absor¢do de luz de comprimentos de onda baixos pelos
cromoforos dos tecidos; diminuicdo da dispersdo da luz com a utilizagcdo de
comprimentos de onda mais elevados; e a elevada absor¢ao pela agua de luz com
comprimentos de onda superiores a 1000 nm. A gama de comprimentos de onda

ideal para utilizar em PDT situa-se entre os 700 e 0s 800 nm (Figura 1.4)%6:49,
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Figura 1.4. Espectro de absor¢éo dos croméforos enddgenos e janela fototerapéutica. Adaptado de*®.

Cada PS tem um comprimento de onda especifico que maximiza a penetracao da luz
nos tecidos e a excitacao da molécula. A maior penetracéo da luz de maiores comprimentos
de onda na pele levou ao desenvolvimento de PS que absorvessem mais nesta gama,
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como € o caso das bacterioclorinas, que tém um elevado coeficiente de absorcdo molar na
regido dos 740 a 780 nm*,

Para além dos processos de dispersao e absor¢cdo da luz por croméforos endégenos
dos tecidos, podem ocorrer processos de auto-blindagem (self-shielding), que consistem
na absorcédo de luz pelo PS no local da irradiacao, limitando a penetracdo da luz no tecido
alvo. Outro efeito relacionado com os PSs s@o os processos de fotodegradacdo, que
ocorrem por acdo dos produtos formados pela PDT sobre os PSs, reduzindo a sua

eficacia®®.

2.2. Fotoquimica

O PS no estado fundamental é caracterizado por um par de eletrdes emparelhado,
com spins opostos, perfazendo um spin total de S=0. Esta configuragdo denomina-se
estado singuleto e a configuracdo com todos os eletrfes nas orbitais com o valor de energia
mais baixo possivel € chamada de estado fundamental So. Ap6s a absorcdo de luz com
um comprimento de onda adequado, ocorre a excitagdo do PS e um dos eletrdes passa
para um orbital desocupada com maior energia. Dependendo da energia transferida, o PS
pode passar para um dos estado singuleto excitado Sx (x=1, 2, 3, ...). Como os estados
excitados sdo sempre menos estaveis que o fundamental, a molécula retorna a So apés
um periodo curto de tempo. Esta desativacao para o estado fundamental pode ocorrer por
diversos mecanismos®..

Cada estado singuleto Sx subdivide-se em varios niveis vibracionais com energias
crescentes. Um PS num estado vibracional mais alto de um estado excitado rapidamente
passa para o nivel vibracional de menor energia daquele estado excitado. Este processo é
denominado relaxacgédo vibracional e a energia € dissipada na forma de calor. Um PS que
tenha sido excitado para um nivel Sy superior, também pode decair para S; através de
relaxagao vibracional. A passagem para o estado Sy pode ocorrer por emissao de um fotao
(emissao de fluorescéncia) ou por dissipacdo de calor. A emissao de fluorescéncia inicia-
se sempre com o PS no estado vibracional mais baixo de Si e o fotdo emitido tem sempre
energia menor ou igual do que a usada para excitar o PS®L.

Para além da emisséo de fluorescéncia ou dos processos de relaxagéo vibracional,
0 PS no estado Si pode passar para um nivel isoenergético do estado tripleto, T1, onde
passamos a ter dois eletres desemparelhados, com 0 mesmo spin. Este processo, ndo-
radiativo, trata-se de um cruzamento intersistemas. A maioria dos PSs tém uma elevada
eficiéncia para esta transicdo, permanecendo no estado tripleto mais tempo do que no

estado S;%2.
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Depois de uma rapida relaxacao vibracional no estado energético T1, pode ocorrer
uma relaxacao radiativa para So, ou seja, processos de fosforescéncia, onde ha emissao
de um fotdo. Para que isto aconteca, tem de ocorrer, novamente, uma alteracdo no spin do
eletrdo, por isso, os estados tripleto sdo caracterizados por terem um tempo de vida
relativamente elevado e, para além da emisséo de fosforescéncia, permitem a ocorréncia
de outras reacdes fotoquimicas com as moléculas em seu redor.

Os PSs tém uma elevada probabilidade de formacdo de estado tripleto apds a
excitacdo da molécula, por isso e porque os estados T: tém um tempo de vida
relativamente longo (microssegundos), a maioria das rea¢des ocorre com a molécula neste
estado®. O PS no estado tripleto excitado pode provocar alteracées nas moléculas da
vizinhanca por duas vias competidoras, chamadas de reacdes fotoquimicas do tipo | e do
tipo Il. As transi¢cdes explicadas acima estdo esquematizadas na Figura 1.5.
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Figura 1.5. Diagrama de Jablonski com a representacdo das transi¢cdes que ocorrem entre o PS e o

oxigénio ou as biomoléculas. Adaptado de®.

O PS, nas reag0fes de tipo I, pode reagir diretamente com um substrato, como por
exemplo a membrana celular ou qualquer outra molécula, e transferir um protdo ou um
eletrdo, levando a formacao de radicais. J& nas reagdes de tipo I, o estado tripleto do PS
transfere energia diretamente para o oxigénio molecular, que esta no estado tripleto
fundamental, para formar oxigénio num estado singuleto excitado®®.

As reacdes do tipo | implicam a transferéncia ou remocéo de eletrdes, ou protdes,
para o oxigénio, ou outras moléculas adjacentes, para formar radicais i6nicos®®. Estes
radicais podem reagir com o oxigénio molecular para produzir ROS. As reac¢fes de tipo |,

normalmente, resultam na formacao de anides superoxido (O»~) por transferéncia de um
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eletrdo do PS no estado tripleto para o oxigénio molecular. Os anides superdxido néo sao
muito reativos em sistemas biolégicos, provocando poucos danos oxidativos, mas podem
reagir entre si e levar a formacdo de peroxido de hidrogénio (H202). Em concentracbes
elevadas, o peroxido de hidrogénio pode reagir com os anides superdxido para formar uma
espécie altamente reativa, o radical hidroxilo (OH'). Este radical, altamente reativo, pode
reagir com moléculas organicas, como € o caso de acidos gordos e, pode adicionar-se a
molécula, levando a formagéo de um radical hidroxilado, ou oxidando-o, retirando-lhe um
eletrdo e tornando-o0, mais uma vez, num radical. Estes radicais podem reagir com outras
moléculas levando a uma reacdo em cadeia, muito comum na oxidacdo de acidos gordos
ou outros lipidos. O anido superéxido também pode reagir com o radical hidroxilo, para
formar oxigénio singuleto, ou com 6xido nitrico, para formar peroxinitrito, outra espécie
altamente reativa®

As reacgoes de tipo Il sdo caracterizadas por uma transferéncia de energia, ndo de
eletrGes, para o oxigénio molecular. O oxigénio molecular (30;) tem uma caracteristica
particular, uma vez que no seu estado fundamental se encontra numa configuragao em
tripleto, contendo dois eletr6es desemparelhados, com spins paralelos em duas orbitais
degeneradas anti-ligantes, podendo interagir com o PS no estado tripleto. Durante a
transferéncia de energia forma-se oxigénio singuleto (*O2), uma espécie altamente reativa,
caracterizada por um par de eletrées emparelhado, com spins opostos, numa orbital
exterior*”%’, O oxigénio singuleto é uma molécula sem carga e, como tal, pode difundir no
citoplasma e pelas membranas biol6gicas. O tempo de meia vida do oxigénio singuleto no
interior das células ronda os 3 ps®®, com um raio maximo de difusdo de 150 nm*®, por isso,
a localizacéo celular do PS influencia o dano provocado pela PDT.

As reacdes do tipo | e do tipo Il ocorrem em paralelo, e a razdo entre elas depende
de diversos parametros, nomeadamente do tipo de PS utilizado, da sua localizacdo na
célula e da concentracao de oxigénio e de outros substratos da célula. Para muitos PS, as
reacGes de tipo Il sdo dominantes?®.

As espécies produzidas por ambas as vias sdo espécies oxidantes que podem reagir
diretamente com diversas moléculas biol6gicas, como por exemplo residuos de
aminoacidos, lipidos insaturados ou DNA, tanto nas bases nucleicas, como nos agucares.
Apesar das células terem alguma capacidade de reparar danos oxidativos nas proteinas e
no DNA, danos em excesso provocam mutacdes e morte celular. Ainda assim, devido ao
tempo de vida do oxigénio singuleto e do radical hidroxilo ser curto, apenas moléculas que

estejam préximas da area de producéo é que sdo diretamente afetadas pela PDT*.
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2.3. Fotossensibilizadores

A terapia fotodindmica recorre, muitas vezes, a moléculas baseadas na estrutura
tetrapirrélica da porfirina para obter fotossensibilizadores eficientes. Esta estrutura pode
ser encontrada no grupo heme da hemoglobina ou em clorinas, que absorvem grandes
guantidades de luz®®. Assim, a maioria dos PS sintéticos utilizados em PDT s&o porfirinas,
clorinas ou bacterioclorinas. Varias moléculas tém tido sucesso no tratamento do cancro
com PDT, como é o caso do porfimero sédico (Photofrin® - Figura 1.6.A), um derivado da
hematoporfirina, que representa a primeira geracdo de compostos para PDT. Este
composto tem desvantagens, nomeadamente o facto de a luz no comprimento de onda de
ativacdo do PS, 630 nm, ndo penetrar bem os tecidos e o0 composto ter uma baixa eficacia
de absorcdo de luz. Para além disso, tem um periodo de fotossensibilidade cutanea
elevado, sendo este o principal efeito secundario®. O acido 5-aminolevulinico (Levulan® -
Figura 1.6.B), e 0 seu éster mais apolar aminolevulinato de metilo (Metvix®), sdo outros
compostos importantes na PDT. Ambos sao pro-farmacos que, apés serem metabolizados
no interior das células, formam a protoporfirina 1X, o verdadeiro PS. Este PS é muito
utilizado no tratamento de lesdes pré-cancerigenas da pele, como a queratose actinica,
uma vez que é possivel administra-lo topicamente, com menos efeitos secundarios,
nomeadamente de fotossensibilidade®!. A temoporfina (Foscan® - Figura 1.6.C) é um PS
de segunda geracdo, que tem um comprimento de onda de absor¢do superior ao do
porfimero sédico, 652 nm, que permite uma profundidade de tratamento maior e uma
absorcdo mais eficiente. Para além disso, a fotossensibilidade cutédnea deste PS é

significativamente menor®°.

HoN OH

OONa

HO'
A. Porfimero sédico B. Acido 5-aminolevulinico C. Temoporfina

Figura 1.6. Representacdo esquematica de PSs de 12 e 22 gerag&o. A. Porfimero sédico, B. Acido 5-
aminolevulinico, C. Temoporfina.

Mesmo com o desenvolvimento e aprovacdo destas moléculas, ainda existe uma
grande margem para o desenvolvimento de novos PS, que relunam propriedades

farmacoldgicas mais favoraveis®.
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2.3.1. Fotossensibilizador ideal

Os fotossensibilizadores tém que reunir algumas caracteristicas quimicas, biolégicas
e clinicas base para serem utilizados em terapia fotodinAmica. O comprimento de onda
para ativacdo do PS e o rendimento quéntico do estado tripleto sdo duas das
caracteristicas mais importantes. Para além disso, deve ser estavel, ter uma baixa
toxicidade no escuro, ser anfifilico, ter uma eliminacdo rapida pelo organismo, ter uma
formulacao simples, uma sintese simples e com elevado rendimento e a possibilidade de
se fazer scale-up?’.

O pico maximo de absorcéo do PS deve estar contido no intervalo de comprimentos
de onda de 700 a 800 nm, correspondente a janela fototerapéutica. Nesta gama de
comprimentos de onda, a penetragdo da luz é maior e a energia do estado tripleto ainda é
alta o suficiente para levar a formacao de oxigénio singuleto. Para além disso, o coeficiente
de absor¢do deve estar na ordem de grandeza dos 10° M cm™. A elevada eficiéncia do
processo de cruzamento intersistemas e um tempo de vida elevado do estado tripleto
levam, também, a uma maior eficiéncia da PDT, por permitirem uma maior formacgéo de
espécies citotdxicas. Assim, os valores para as propriedades fotoquimicas utilizadas para
avaliar um PS devem encontrar-se dentro de determinados valores, como por exemplo, um
rendimento quéantico de fluorescéncia (¢r) cerca de 0,2, um rendimento quantico de estado
tripleto (¢r) superior a 0,7, um tempo de vida do estado tripleto (11) superior a 100 ps, um
rendimento quantico de oxigénio singuleto (¢a) superior a 0,5 e um rendimento quéntico de
fotodecomposigao (¢pa) inferior a 107562,

Os PS fotoestaveis, isto €, que sofram uma menor fotodegradacgédo, sdo bons porque
permitem maiores tempos de irradiacdo e maior producdo de ROS. O problema surge
guando a clearance destas moléculas dos tecidos nédo é eficaz, levando a
fotossensibilidade nos pacientes durante um longo periodo de tempo. A solubilidade
também é importante para a administragdo dos PSs, uma vez que uma maior anfifilicidade
permite um melhor transporte no sangue, com menos riscos de a molécula agregar (se
houver agregacéo, a eficacia de absor¢éo da luz diminui e, consequentemente, diminui o
rendimento quéantico do estado tripleto), e uma passagem eficaz pelas membranas
celulares. O PS deve, também, ser seletivo, isto €, acumular-se em maior quantidade nas
células cancerigenas e ndo nas células normais, diminuindo os danos causados nos
tecidos que rodeiam o tumor. Esta seletividade pode ser conseguida utilizando anticorpos
ou outros transportadores especificos para células tumorais na formulacdo. Apés a PDT, a
eliminacao do PS por fotodegradacgéo, metabolizacdo ou excrecao, deve ser 0 mais rapida

possivel, para diminuir possiveis efeitos de fotossensibilidade. Para além disto, um PS néo
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deve ser toxico antes de ser fotoativado e os seus produtos de fotodegradacdo ou

metabolizacdo também n&o*"%3,

Os PS de 3° geracdo sdo moléculas com comprimentos de onda de ativacdo maiores,
com menor possibilidade de originar reacfes de fotossensibilidade cutanea e mais
seletivos para os tumores. As bacterioclorinas sdo da familia dos macrociclos tetrapirrélicos
e sdo compostos com carateristicas fotoquimicas e fotofisicas proximas das do PS ideal,
tendo apresentado bons resultados em estudos pré-clinicos e clinicos®.

O Tookad Soluble (WST11) (Figura 1.7) € um derivado do pigmento fotossintético
Bacteriochlorophyll a. Este PS é solavel em meio aquoso, ndo necessitando de ser
incorporado em micelas para ser administrado nos pacientes, e mantém-se no plasma até
ser eliminado do organismo, sendo Util para terapia fotodinAmica vascular. Os estudos com
este PS mostram que as espécies reativas formadas durante a irradiagéo séo superoxido
e radicais hidroxilo, ndo havendo vestigios da formagcdo de oxigénio singuleto. Este

composto encontra-se em ensaios clinicos para o cancro da prostata®*.
o}
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Figura 1.7. Representacdo Esquematica da molécula Tookad Soluble

2.3.2. Redaporfin

A maior vantagem da Ultima geracéo de PS é a sua elevada absorcao na regido dos
740 a 780 nm que combina energia suficiente para uma transferéncia de eletrdo ou energia
suficiente para o oxigénio molecular, e permite uma maior penetracao do tecido.

A redaporfin, 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil) bacterioclorina
(Figura 1.8), € uma bacterioclorina meso substituida com grupos fenilo, que contém atomos

de flior nas posicdes orto e grupos sulfonamida nas posi¢cdes meta dos grupos fenilo.
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Figura 1.8. Representacédo esquematica da molécula Redaporfin

A redaporfin é uma bacterioclorina sintética que combina as propriedades
fotoquimicas caracteristicas desta classe de compostos, com uma fotoestabilidade dificil
de conseguir nos compostos desta familia. O rendimento quantico de fotodecomposigéo
da redaporfin em Cremophor EL:etanol:NaCl 0.9% (0.2:1:98.8,v:Vv:V)é ®ye=8 x 10,
valor baixo quando comparado com os outros PS desta familia®?. Esta propriedade foi
conseguida com a introducao de atomos de flior nas posi¢ées orto dos anéis fenilo. Para
além disso, a introducao de halogénios permite aumentar o rendimento quéantico de estado
tripleto devido ao efeito do &tomo pesado. Este PS também contém grupos sulfonamida
nas posicdes meta dos fenilos que permitem modular a anfifilicidade do composto
(coeficiente de particdo octanol-agua de Pow = 1.9)%2. A estabilidade da redaporfin também
tem implicagBes na sua farmacocinética, uma vez que, 80% do composto € eliminado do
plasma em 12h, mas o tempo de meia vida terminal no plasma é longo®. Esta caracteristica
permite utilizar a redaporfin tanto para modalidades de PDT-vascular como de PDT-celular
(DLI superior a 24h, permitindo a acumulagédo no tecido tumoral). No ensaio clinico
(NCT02070432 - Photodynamic Therapy With LUZ11 in Advanced Head and Neck Cancer)
foram ja demonstrados beneficios terapéuticos®®.

O tempo de vida do radical hidroxilo em células € 1 ns e o raio de agdo 1 nm, ja o
oxigénio singuleto, tem um tempo de vida de 2 uys e pode difundir até 150 nm do local onde
foi formado®’. Assim, o radical hidroxilo tem um menor raio de acdo que o oxigénio
singuleto, o que localiza ainda mais os danos oxidativos gerados pela PDT. Os radicais
hidroxilo também podem levar a uma decomposi¢éo do PS, diminuindo o nimero de ciclos
de absorcéo e geracdo de ROS do PS*.

A redaporfin participa tanto em reac¢8es do tipo | como do tipo Il, e a competicéo entre
a transferéncia de energia ou de eletrdes do PS para o oxigénio molecular favorece a
primeira reacao. A geracdo simultanea de oxigénio singuleto e de radicais hidroxilo parece

ter efeitos sinergisticos e aumentar a fototoxicidade®®. Para além desta caracteristica, a
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redaporfin absorve numa gama de comprimentos de onda onde os tecidos sdo mais

transparentes, aumentando a ativagdo do PS*,

2.4. Mecanismos de acao da terapia fotodinamica

Os PSs bem-sucedidos clinicamente tém uma acumulagao preferencial no tumor e
na neovasculatura, podendo acumular-se em diferentes organelos celulares, tal como
mitocéndria, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, mas também nas membranas
celulares, tanto do tecido tumoral como da vasculatura. A razdo para a acumulacao
preferencial do PS nas células tumorais e na neovasculatura ainda ndo é bem conhecida,
mas parece dever-se a um aumento da internalizagdo do PS mediado por recetores nas
células tumorais e de uma capacidade diminuida da vasculatura de evacuar o PS®.

Os trés mecanismos por tras do sucesso da PDT, contribuindo para a diminuigdo do
tumor ou o seu desaparecimento, sao: (i) efeitos citotoxicos diretos nas células (morte das
células do tumor por necrose ou apoptose), (ii) danos na vasculatura do tumor (diminuigéo
do oxigénio e nutrientes) e (iii) ativagdo de uma resposta do sistema imunitario contra as
células do tumor. Estes mecanismos podem ocorrer em simultaneo e tém influéncia uns
sobre os outros, e € a combinacdo dos trés que permite curas a longo termo®. A
contribuicdo de cada um destes mecanismos depende de diversos fatores, nomeadamente
a natureza do PS, a sua localizagéo durante a irradiagéo, o tempo de exposigéo a luz, o

tipo de tumor e a sua vasculatura®?.

2.4.1. Efeitos citotoxicos diretos nas células

A exposicdo do tumor a PDT leva a uma reducdo do numero de células tumorais
devido a efeitos citotdxicos diretos, mas pensa-se ser insuficiente para a cura total do
tumor. Os estudos in vitro mostram que é possivel eliminar todas as células tumorais
recorrendo a doses de luz elevadas, mas parecem existir limitagdes quando o tratamento
€ aplicado in vivo. A distribuicdo pouco homogénea do PS no tumor pode ser uma das
razdes para que a terapia in vivo ndo seja tao eficaz, uma vez que células mais distantes
da vasculatura do tumor ndo tém acesso as mesmas quantidades de PS e de oxigénio que
as células junto dos vasos, por isso, serdo menos afetas pela PDT® 70, Varios fatores
podem influenciar a concentracdo dos PSs nas células, como por exemplo o tipo de PS, a
via de administragdo ou a vasculatura do tumor. Outro parametro importante para a
citotoxicidade direta nas células é a concentracao de oxigénio no tecido durante o processo
de fotodindmico, sendo que em tecidos em condi¢cdes de hipoxia a terapia ndo é téo

eficaz™.
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O protocolo de irradiacdo utilizado na PDT influencia o tipo de morte celular das
células irradiadas. Se a irradiacdo for feita de forma intensa e rapida, ocorrem mais
processos de necrose, enquanto que uma irradiacdo mais prolongada e menos intensa
leva a processos de apoptose. A morte celular por apoptose € um processo relativamente
controlado, mais confinado, e, por isso, hao leva a libertacdo de citocinas e outro materiais
pré-inflamatdrios, ndo envolvendo uma resposta imunitaria. No entanto, a necrose, por ser
um processo mais exacerbado, pode instigar uma resposta imunitéria, sendo mais Util a

nivel clinico’.

2.4.2. Efeitos Vasculares

A vasculatura do tumor € essencial para a disseminacdo de células tumorais para
orgdos distantes, mas, principalmente, para a obtencdo de nutrientes e oxigénio,
essenciais para a viabilidade do tumor®. A PDT pode provocar danos ao nivel da
vasculatura do tumor, contribuindo para um maior controlo do tumor a longo termo. Como
os tumores tém muitos vasos formados recentemente, o PS acumula-se preferencialmente
nestes locais, uma vez que a neovasculatura do tumor ndo funciona no seu pleno, e nao
consegue excretar tdo facilmente o composto®. Os efeitos na microvasculatura do tumor
sdo observados pouco tempo apos a PDT, e cada PS pode provocar diferentes efeitos,
nomeadamente vasoconstricdo, adesdo de leucdcitos, inflamacdo local, formacdo de
trombos ou aumento da permeacdo dos vasos. Estes efeitos estdo muitas vezes
relacionados com a agregacéo plaquetar ou danos no endotélio dos vasos’®.

A distribuicdo do PS altera-se com o tempo, uma vez que, pouco tempo apos a
administracdo, o PS est& na corrente sanguinea e na neovasculatura do tumor, e com o
passar do tempo vai-se acumulando no interior das células tumorais. Assim, se a irradiagédo
for realizada com um DLI curto, o PS afeta, principalmente, os vasos sanguineos™.A
utilizacdo desta modalidade terapéutica leva a uma diminui¢do dos niveis de oxigénio e

nutrientes no tumor e conduzem a uma inibi¢do ou um atraso no crescimento tumoral.

2.4.3. Resposta Imunitaria

Inicialmente a PDT foi desenvolvida como um tratamento local, com efeitos apenas
no local da irradiacdo. No entanto, com o avangar da pesquisa tornou-se claro que o
sistema imunolégico tem um papel importante no sucesso da PDT™.

O sistema imunoldgico pode contribuir para a PDT por dois mecanismos: atividade
anti-tumoral mediada pela PDT através das células do sistema imunol6gico ou geracao de
uma resposta imunoldgica anti-tumoral a longo termo. Estes efeitos surgem devido a danos
fototoxicos que podem nao ser letais para todas as células do tumor, mas estimulam o

sistema imunolégico®®.
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A morte das células tumorais por necrose, apds uma irradiacéo intensa e rapida, leva
a libertacdo de proteinas e citocinas, estimulando o sistema imunitario, mas a morte por
apoptose ndo é tdo imunogénica’®. Isto leva a um reconhecimento do tumor e infiltragéo
com glébulos brancos, interleucinas e citocinas para levar a destruicdo do tumor, com o
minimo de danos para as células normais. Para além disso, algumas das células ativadas
durante este processo vao apresentar antigénios as células dendriticas, tanto junto ao
tumor como nos nédulos linfaticos, possibilitando o aparecimento de memdria nas células
do sistema linfatico. Esta memdéria pode permitir o reconhecimento e ataque de lesdes

metastaticas ou impedir o reaparecimento do tumor, através das células T de meméria’’~
79

2.5. Vantagens e limitacfGes da terapia fotodinamica

A terapia fotodinAmica apresenta diversas vantagens sendo uma das principais a
capacidade de destruir o tecido tumoral provocando poucos danos no tecido saudavel que
o rodeia. Isto é possivel porque muitos PS tém a capacidade de se acumularem em maior
gquantidade no tecido tumoral e ndo no tecido saudavel e, para além disso, a luz é aplicada
exclusivamente na zona da lesdo®. Outro fator que contribui para que os efeitos da PDT
sejam localizados é o facto de que as espécies reativas de oxigénio que se formam apés
a ativagdo do PS tém tempos de vida curtos e s6 se formam enquanto o tecido esté a ser
irradiado. Assim, o seu raio de acdo destrutiva esta limitado ao local onde sédo produzidas,
ndo afetando os tecidos saudaveis circundantes*.

No caso de existirem les6es multiplas ou se houver recorréncia do tumor, a PDT pode
ser repetida no mesmo paciente, uma vez que ndo sdo conhecidos mecanismos de
resisténcia a esta modalidade terapéutica. Para além disso, a PDT pode ser utilizada em
simultaneo com cirurgia, quimioterapia ou radioterapia®®. A combinagéo de PDT com outros
farmacos convencionais esta a ser estudada com o objetivo de encontrar efeitos de
sinergismo®’.

O facto da PDT ser um tratamento localizado pode ser visto como uma limitacdo
desta terapia, uma vez que ndo permite o tratamento de tumores metastizados®*®. Para
ultrapassar esta limitacdo, existem diversos estudos sobre como a PDT afeta o sistema
imunitario e como podemos modula-lo, por exemplo, através de imunoterapia combinada
com PDT®2, com o objetivo de criar uma resposta anti-tumoral especifica que elimine as
células tumorais espalhadas pelo organismo?®384,

Os PS podem permanecer no organismo e acumular-se na pele, provocando reagcoes
de fotossensibilidade cuténea, efeito secundario apontado como o mais significativo da

PDT. Para evitar este tipo de reacdes, os pacientes devem permanecer em casa algumas
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semanas depois do tratamento, para que o PS seja excretado do organismo®®. Este efeito
secundario tem vindo a diminuir com os novos PS que surgem na clinica, uma vez que
estes apresentam perfis farmacocinéticos que se caracterizam por uma rapida eliminacao
do composto do organismo, levando a uma menor acumulacdo na pele e,

consequentemente, a menos efeitos de fotossensibilidade cutanea*¢:8%8¢,

3. Glicolise e cancro

3.1. AviaGlicolitica

O metabolismo é a soma de todas as transformagfes quimicas que ocorrem dentro
da célula®. A glucose é a molécula mais importante para a producdo de energia nos
organismaos vivos, uma vez que contém um elevado potencial energético e € um percursor
versatil, originando diversos intermediarios metabdlicos para diversas vias biossintéticas.
A glucose pode ser metabolizada por trés vias: glicolise, caso a célula esteja em condi¢cdes
anaerobicas, oxidacdo completa, em condi¢cdes aerdbicas, e via da pentose fosfato. As
células cancerigenas optam por seguir a via glicolitica, mesmo em condi¢cdes aerobicas,
em vez de seguirem a via da fosforilacdo oxidativa®. O piruvato resultante da glicélise pode
ser convertido em acetil-CoA e CO, na mitocondria. O acetil-CoA entra no ciclo de Krebs,
onde é totalmente oxidado a CO- e H,0, produzindo 36 ATP. Para além disso, o piruvato
da glicélise pode ser transformado em lactato, caso os niveis de oxigénio ou as funcbes
das mitocondrias estejam comprometidos, sendo depois expulso da célula (Figura 1.9)%.

Na glicélise, uma molécula de glucose, que contém seis carbonos, é degrada por
uma série de reacfes catalisadas por enzimas para formar duas moléculas de trés
carbonos, o piruvato. Durante a glicélise, a energia que se vai libertando é armazenada na
forma de ATP ou NADH?®’.
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Figura 1.9. Vias de metabolismo da glucose na célula. Adaptado de®.

A reacao total da glicélise é:

Glucose + 2P, + 2 ADP + 2 NAD* — 2 Piruvato + 2 ATP + 2NADH + 2H* + 2 H,0
(Reagdo 1.1.)

A via glicolitica ocorre em 10 passos. O primeiro passo consiste na fosforilagdo do
grupo hidroxilo do carbono 6 da glucose, com consumo de ATP, e é catalisada pela enzima
hexocinase. A glucose-6-fosfato formada é convertida em frutose-6-fosfato pela enzima
fosfoglucose isomerase. Este metabolito € novamente fosforilado, recorrendo a ATP,
originando frutose 1,6-difosfato, por acdo da enzima fosfofrutocinase. A frutose 1,6-
difosfato € quebrada em duas moléculas de trés carbonos, dihidroxiacetona fosfato e
gliceraldeido 3-fosfato, reagdo catalisada pela aldolase. Como a dihidroxiacetona fosfato é
um isémero do gliceraldeido 3-fosfato, a enzima triosefosfato isomerase converte-a em
gliceraldeido 3-fosfato, que é o composto que vai continuar na via metabdlica. Cada
molécula de gliceraldeido 3-fosfato é oxidada e fosforilada por fosfato inorganico, néo por
ATP, para formar 1,3-bifosfoglicerato, reacdo catalisada pela enzima gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). De seguida libertam-se duas moléculas de ATP, uma vez
gue as duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato séo convertidas em 3-fosfoglicerato pela
enzima fosfoglicerato cinase. De seguida ha uma transferéncia do grupo fosfato catalisada
pela enzima fosfoglicerato mutase, que origina 2-fosfoglicerato. Com perda de agua e com

a catalise da enzima enolase, o 2-fosfoglicerato passa a fosfoenolpiruvato. No ultimo

22



passo, e com libertacdo de mais duas moléculas de ATP, forma-se piruvato, numa reacao

catalisada pela enzima piruvato cinase®’. A via esta esquematizada na Figura 1.10.

~ ATP

K Hexocinase
Piruvato

Rlruvato cinase Glucose-6-fosfato

Fosfoenolpiruvato \ Fosfoglucose isomerase
\ Enolnse Frutose-6-fosfato
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~ATP
\ Fosfoglicerato mutase i
Frutose 1,6-difosfato
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-2 ATP\ g

GAPDH : ‘ S P
1,3-Bifosfoglicerato Gliceraldeido Dihidroxiacetona

+2 NADH 3-fosfato Triosefosfato fosfato

isomerase

l Aldolase

Figura 1.10. Via glicolitica e enzimas envolvidas nesta via. Adaptado de®.

3.2. Efeito de Warburg

Na maioria das células, a glicolise é inibida pela presenca de oxigénio, ocorrendo
oxidacdo do piruvato na mitocondria e producdo de CO; e H,O. Esta versatilidade das
células é essencial para manter a producdo de energia a diferentes concentracdes de
oxigénio®. De qualquer forma, em células cancerigenas ocorre glicélise mesmo em
condicdes aerbbicas, sendo denominado “Efeito de Warburg™°.

Otto H. Warburg foi o primeiro a reportar que células de cancro do figado tinham um
metabolismo diferente das células normais, com um aumento da atividade glicolitica
mesmo na presenca de oxigénio. Os seus trabalhos seguintes mostraram que o aumento
da glicolise ndo se verificava apenas em tumores sélidos, mas também em células de
leucemia, que tém muito oxigénio disponivel. Warburg sugeriu que estas alteragbes se
deviam a alteracbes na respiracdo celular, levando a um aumento da fermentacao
aerbbica, que ele denominou como “a origem das células tumorais™3?3,

Atualmente sabe-se que as células tumorais apresentam diferentes graus de
glicolise, dependendo do tipo celular e das condi¢cdes de crescimento das células. Em
condicbes de hipoxia, algumas células tumorais produzem até 60% do seu ATP pela
glicdlise, apesar das células normais parecerem gerar a maioria do seu ATP através da
fosforilagdo oxidativa®’. Apesar do aumento dos niveis de glicélise serem observados

consistentemente em células tumorais, ndo se sabe se serd uma causa ou um sintoma do
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cancro. O metabolismo alterado da glucose nas células tumorais ndo é apenas uma
simples adaptacdo a hipoxia e mantém-se mesmo em condi¢cdes com disponibilidade de
oxigénio, conferindo uma vantagem adaptativa proliferativa, crucial no desenvolvimento de
um fendtipo maligno®. No entanto, é claro que as células cancerigenas dependem da
glicdlise para geracdo de ATP, o que representa uma diferenca entre células normais e
tumorais, e pode ser utilizado como estratégia terapéutica para matar preferencialmente
células tumorais®2.

Esta carateristica do metabolismo tumoral est4 na base da técnica de imagiologia
tomografia de emisséo de positrdes (PET, do inglés Positron Emission Tomography) com
a sonda 8Fluorodeoxiglucose. Esta técnica mostra que a maioria dos tumores primarios
ou metastaticos tém um aumento do uptake de glucose. O aumento do uptake é
dependente dos niveis de glicélise, relacionando-se também com um aumento dos niveis
de transportadores de glucose (GLUT1 e GLUT3) e das enzimas hexocinase | e Il. Dado
que o uptake de glucose é maior nas células tumorais, a sonda ®Fluorodeoxiglucose
também vai ser mais internalizada por estas células, comparativamente com as células
normais, permitindo localizar os tumores®4,

A glicolise € menos eficiente na producdo de ATP quando comparada com a
fosforilag@o oxidativa na mitocéndria. Isto é verdade porque a glicolise so leva a producéo
de duas moléculas de ATP, enquanto que a oxidagdo completa da glicose na fosforilagédo
oxidativa tem um rendimento total de 38 ATPs®. Para além disso, os produtos secundarios
da glicolise, como ides hidrogénio (H*), levam a uma acidificagédo do meio extracelular, o
que pode resultar em citotoxicidade®. Ainda assim, a glicélise aerdbica parece trazer
vantagens no crescimento das células tumorais no microambiente do tumor®. O piruvato
produzido pela via glicolitica pode ser utilizado na sintese de lipidos®” e a ativacédo da
glicolise aerdbica liberta as células tumorais da sua dependéncia por oxigénio para a
producdo de ATP, funcionando mesmo em condicdes de hipoxia®. Seria de esperar que a
evolucdo das células cancerigenas excluisse as células que produzem energia de forma,
aparentemente, menos eficiente e com producao de compostos téxicos para as células,
mas, apesar disso, estas caracteristicas metabdlicas das células cancerigenas parecem
ser resultado de uma adaptacéao a restricdes do ambiente durante a carcinogénese e, como
sdo consistentes em lesdes primarias ou metastaticas, conferem uma vantagem
proliferativa®®.

Os mecanismos por tras do efeito de Warburg ainda ndo sdo bem conhecidos, mas
tém sido realizados diversos estudos para compreender 0os mecanismos moleculares
envolvidos e quais as suas potenciais aplicacdes clinicas. Os mecanismos que podem

contribuir para este efeito passam por mutacfes ou delecdes no DNA mitocondrial,
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mutacdes ou expressao genética anormal de DNA nuclear, transformacdes oncogénicas e

0 microambiente do tumor®.

3.3. Viada Pentose Fosfato e o Cancro

A via da pentose fosfato deriva da glicélise no primeiro passo desta via, apés a
catélise da glicose a glucose-6-fosfato pela hexocinase®. Na maioria dos tecidos, o destino
final da glucose-6-fosfato € a quebra glicolitica para se obter piruvato, sendo que este
piruvato vai ser oxidado na fosforilagdo oxidativa para se obter energia na forma de ATP.
No entanto, a glucose-6-fosfato pode ter outros destinos, levando a produtos especificos
que sao necessarios para a célula. Uma das vias mais importantes é a via da pentose
fosfato, que promove a oxidacdo da glucose-6-fosfato para pentoses fosfato. Células que
se dividam com muita regularidade utilizam esta via para produzir RNA, DNA e outras
coenzimas, como ATP, NADPH ou coenzima A?’.

A via da pentose fosfato parece detetar alteragcbes nas condi¢cdes intra e
extracelulares, podendo potenciar a formacao de moléculas redutoras ou de moléculas que
sdo essenciais para biossintese de lipidos ou nucledtidos, permitindo a sobrevivéncia e
proliferacéo celular®. As células tém diferentes necessidades energéticas, por isso, em
alguns casos, a via da pentose fosfato pode ser necessaria para a producédo de ribose-5-
fosfato, essencial para a sintese de RNA ou DNA, enquanto que noutras situagdes, o
produto essencial da via da pentose fosfato ndo é a ribose, mas sim o dador de eletrdes
NADPH, essencial para biossintese redutiva (lipidos, por exemplo) ou para combater os
efeitos oxidativos de radicais de oxigénio. Se se mantiver um ambiente redutor na célula,
podem-se reverter processos de oxidacdo de proteinas, lipidos ou outras moléculas®’.

A via da pentose fosfato tem dois ramos, o oxidativo e o ndo oxidativo. A glucose-6-
fosfato € metabolizada no ramo oxidativo, que culmina na formacéo de ribose-5-fosfato®!.
A transquetolase e a transaldolase sé&o duas enzimas essenciais no ramo néo oxidativo da
via, que transforma diversos aclcares®.

A primeira reacao da via da pentose fosfato é a oxidacao da glucose-6-fosfato, pela
glucose-6-fosfato desidrogenase, para originar 6-fosfoglucono-d-lactona. Neste processo,
o NADP* aceita um eletrdao, formando-se NADPH. A lactona é hidrolisada a acido 6-
fosfogluconato, por uma lactonase especifica, e este &cido sofre oxidacdo e
descarboxilacdo, pela 6-fosfogluconato desidrogenase, para formar uma cetopentose, a
ribulose-5-fosfato, sendo que esta reacdo gera mais uma molécula de NADPH. A
fosfopentose isomerase converte a ribulose-5-fosfato num isémero, uma aldose, a ribose-
5-fosfato. Em alguns tecidos a via termina neste passo, com a formacdo de NADPH

(redutor) e ribose-5-fosfato, um percursor na sintese de nucleétidos®’. A fase ndo oxidativa
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da via pentose fosfato permite recuperar a glucose-6-fosfato, reciclando a ribulose-5-
fosfato sendo um processo util em células que necessitem de mais NADPH. Na fase néo
oxidativa, a ribulose-5-fosfato € epimerizada a xilulose-5-fosfato, pela ribose-5-fosfato
epimerase. Depois, por uma série de rearranjos do esqueleto de carbono formam-se
diversos intermediarios com diferentes numeros de carbonos. Isto permite a obtencéo de
glucose-6-fosfato e, novamente, a sua oxidacao, levando a formacdo de NADPH. Nestas
interconversbes de acUcares atuam apenas duas enzimas, a transquetolase e a
transaldolase. A Figura 1.11 resume a via da pentose fosfato.

A via da pentose fosfato € fundamental para células de cancro uma vez que gera
pentoses fosfato, essenciais para a sintese de acidos nucleicos, mas em simultaneo
fornece NADPH, que é utilizado na sintese de &cidos gordos, mas também é importante
para a sobrevivéncia das células em condi¢cbes de stress. Assim, muitos estudos

demonstram que as células cancerigenas tém alteraces na via da pentose fosfato®.
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Figura 1.11. Via da pentose fosfato e enzimas envolvidas nesta via. Adaptado de',

3.4. Inibic&o da glicélise para tratamento do cancro

A seletividade para matar preferencialmente células cancerigenas e poupar as
células normais é uma das considerac6es mais importantes no desenvolvimento de novas
terapias para o tratamento do cancro. Uma forma de obter uma terapia seletiva é utilizar
as diferencas metabdlicas entre células normais e tumorais, como € o caso do aumento da

glicolise aerébica e da dependéncia das células da via glicolitica para obter ATP. Dado que
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esta alteracdo € quase universal, direcionar a terapia para a via glicolitica pode matar
preferencialmente as células tumorais'®2.

Os inibidores da glicélise sdo desenvolvidos para afetar enzimas especificas do
tumor ou enzimas que estejam com uma expressao aumentada nas células tumorais
quando comparado com células normais (como é o0 caso da hexocinase ou da
transquetolase). Ja foram desenvolvidos diversos inibidores que demonstraram eficacia in
vitro e in vivo, sendo que alguns ja se encontram em ensaios clinicos. Outra vertente a
considerar, para além da diminuigdo dos niveis de ATP e consequente morte celular, é a
capacidade que estes inibidores apresentam de reverter processos de resisténcia a outros
farmacos. Isto acontece porque as células com resisténcia a multiplos farmacos expressam
nas suas membranas um transportador dependente de ATP, a glicoproteina-P, que retira
muitos dos farmacos para o meio extracelular. Assim, ao diminuir os niveis de ATP, diminui-
se a atividade deste transportador e, consequentemente, a resisténcia®®,

A via glicolitica esta interligada com outras vias, uma vez que as enzimas desta via
parecem ser proteinas multifuncionais, com funcées na regulacéo da transcricdo!® ou na
apoptosel®®, Existem estudos que reportam aumentos nos niveis de transquetolase nas
células de cancro e que estes aumentos podem levar a um aumento da atividade da via da
pentose fosfato e, consequentemente, um aumento dos niveis de gliceraldeido-3-fosfato,
gue sera utilizado na via glicolitica'®®. Assim, afetando estas vias, pode provocar-se a morte
a células tumorais, ou potenciar outras terapias (Figura 1.13). Existem diversas moléculas
em estudo para se tornarem farmacos com alvos na via glicolitica, entre elas a 2-
deoxiglucose (Figura 1.13.A), o 3-bromopiruvato (Figura 1.13.B), a oxitiamina (Figura
1.13.C), a lonidamina (Figura 1.13.D) ou o imatinib (Figura 1.13.E)’. Vamos focar-nos
apenas nos trés primeiros exemplos, uma vez que séo o alvo do estudo.

As células que tenham alteracdes na mitocéndria estardo mais sujeitas a morte por
inibicdo da glicélise, uma vez que as vias alternativas de producédo de energia também

estdo comprometidas.
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Figura 1.12. Via glicolitica, via da pentose fosfato e seus inibidores. Adaptado de'®.
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Figura 1.13. Representacdo esquematica de diferentes inibidores de glicélise. A. 2-Deoxiglucose; B. 3-
Bromopiruvato; C. Oxitiamina; D. Lonidamina: E. Imatinib

3.4.1. 2-Deoxiglucose

A 2-deoxiglucose (2DG) é um analogo da glucose e atua como um inibidor

competitivo do metabolismo da glucose. Uma vez dentro da célula, este composto é
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fosforilado pela hexocinase em 2-deoxiglucose-fosfato (2DG-P) e, ao contrario da glucose-
6-fosfato, ndo pode ser metabolizado pela fosfohexose isomerase, que € a enzima seguinte
da via glicolitica. 2DG-P fica retida e acumula-se no interior das células, levando a inibicédo
da glicélise maioritariamente no passo da fosforilacdo da glucose pela hexocinase. A
inibicdo deste passo da glicélise, com a 2DG numa concentracdo na ordem dos milimolar,
leva a uma deplecdo dos niveis de ATP celular, levando a um bloqueio da progresséo do
ciclo celular e morte celular, principalmente em células com alteracdes na respiracéo
celular ou em ambientes de hipoxial®81%°:

No entanto, a eficacia da 2DG é muito afetada pela presenca de glucose no meio,
parecendo apenas diminuir a disponibilidade da glucose para a glicélise. Para além disto,
a 2DG afeta a glicosilacao de proteinas e induz a acumulacéo destas proteinas no reticulo
endoplasmatico, levando a uma resposta de stress!'°. A incubacdo de células com 2DG
parece levar a uma diminuicdo da quantidade de hexocinase associada a mitocondria,
levando a crer que este composto pode afetar o metabolismo da glucose neste organelo!!?,

Os efeitos da 2DG s&o mais significativos em células que tenham defeitos nas
mitocOndrias ou estejam num ambiente de hipoxia'®. Dado a baixa toxicidade da 2DG em
células normais, a sua combinacdo com outros farmacos € explorada tanto em estudos in
vivo como clinicos. Em estudos in vivo, a 2DG aumenta a eficacia de outros agentes
quimioterapéuticos, como é o caso da adriamicina e do paclitaxel, em certos tipos de
cancro. No entanto, este estudo demonstrou que a administragdo de 2DG por si SO ndo
exibe uma atividade anti-tumoral significativa in vivo!!2, Um ensaio clinico que combina
doses até 250 mg/kg de 2DG com radioterapia mostrou-se seguro no tratamento de

pacientes com gliobastoma multiforme*3,

3.4.2. 3-Bromopiruvato

O 3-bromopiruvato (3BP) é um piruvato halogenado e é um agente alquilante forte
de grupos SH de residuos de cisteinas, podendo interagir com diversos tipos de proteinas.
Para além disso, € um inibidor da hexokinase e afeta a respira¢éo na mitocondria, levando
a uma deplecdo elevada dos niveis celulares de ATP e, consequentemente, morte
celulart4115,

O 3BP é eficaz a concentragdes de 100 mM, sendo mais potente que a 2DG, e, tal
como a 2DG, o 3BP tem uma elevada citotoxicidade contra células que tém defeitos nas
mitocéndrias ou estdo em ambientes de hipoxia. Em simultdneo com uma deplecdo dos
niveis de ATP, o 3BP causa alteracdes em proteinas associadas a apoptose e a
mitocéndria, levando a morte celular. A deplecdo de ATP causada pelo 3BP induz a

apoptose mesmo em células que apresentam resisténcia a outros farmacos, levando a crer
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que a utilizacado de farmacos que diminuam os niveis de energia celular pode ser util para
ultrapassar a resisténcia a outros farmacos quimioterapéuticos®.

O 3BP, in vivo, mostrou uma atividade promissora num modelo de carcinoma
hepatocelular de coelho, ndo sendo téxico para as células normais!®. A combinagédo de
3BP com inibidores do mTOR parece ter efeitos sinergisticos no tratamento de leucemia e
células de linfoma!!’. O 3BP, para além das funcdes na via glicolitica, € um agente
alquilante, podendo interagir com outras moléculas na célula e, por isso, a sua atividade
pode néo ser s6 devida a uma inibicdo da hexocinase!®?, Estudos em animais mostram que
o 3BP tem atividade anti tumoral contra cancro no figado quando o composto é dado por

infusdo local e parece inibir a metastizacéo se for aplicado por via intravenosa*!4.

3.4.3. Oxitiamina

A oxitiamina (OXY) é um antagonista da tiamina e inibe a transquetolase e a piruvato
desidrogenase, enzimas que requerem a tiamina pirofosfato como um cofator para
exercerem a sua atividade enzimética. A OXY ¢ fosforilada formando-se o seu éster
difosfato que atua como um inibidor competitivo potente contra o cofator normal, a tiamina
pirofosfato.

Como a transquetolase € uma enzima essencial na via da pentose fosfato, a inibicdo
desta enzima causa uma supressdo desta via e priva a célula de intermediarios
metabdlicos, como o gliceraldeido-3-fosfato, para a geracdo de ATP e de outros substratos,
como NADPH ou ribose-5-fosfato, para a sintese de biomoléculas!'®!®, Uma das
isoenzimas da transquetolase estd aumentada em células cancerigenas sendo, por isso,
considerada um fator importante para o efeito de Warburg, sendo um alvo Util para terapia
anti tumoral'®®, Existem estudos in vitro e in vivo que provaram os efeitos anti tumorais e

anti metastaticos da OXY119-122,

4. Terapia Fotodinamica e Metabolismo

A combinacao da terapia fotodindmica com outros farmacos pode potenciar os seus
efeitos, permitindo a utilizacdo de doses mais baixas e diminuindo possiveis efeitos
secundarios. As alteracdes metabdlicas que ocorrem nas células tumorais promovem um
aumento da internalizacdo de glucose®®, permitindo-lhes ultrapassar condi¢des de hipoxia
e de aumento de ROS!?, resistir a apoptose!?® e promover a metastizacdo!?®. Devido a
estes fatores, utilizar terapias direcionadas para o metabolismo celular em combinacao

com outras terapias de cancro pode ser Util*?6-128,
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Os inibidores levam a uma deplecéo de diversos metabolitos envolvidos nas vias
metabdlicas, como € o caso do NADPH, do piruvato e do ATP. Isto leva a uma
desregulacdo das defesas antioxidantes dependentes do metabolismo provocando um
aumento das espécies reativas de oxigénio?*13l, Para além disso, os inibidores de
glicélise condicionam a reparacdo de DNA gue depende de energia e 0s processos de
recuperacao da célula'®, levando a uma paragem do ciclo celular'® e inicio da apoptose,
através da inibicdo das proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 4,

A PDT j& foi combinada com diversos farmacos quimioterapéuticos, agentes pré-
oxidantes, inibidores da angiogénese ou moléculas para imunoterapia, apresentando
resultados melhores que a terapia singular*>*¥’, A PDT pode provocar danos na
mitocondria, por isso, a utilizacdo de inibidores de glicélise € uma escolha logica para
potenciar a terapia fotodinamica?®é,

Diversos estudos foram realizados com o decorrer dos anos, utilizando diversos
inibidores da glicélise, nomeadamente a 2DG, lonidamina ou 3BP.

A combinacdo entre 2DG e PDT provoca diversas alteracdes, nomeadamente,
danos a nivel da mitocéndria, alteracdes nos niveis de proteinas, um aumento dos niveis
de ROS e uma diminuigdo nos niveis de ATP. Os estudos mostram seletividade para as
células tumorais, uma vez que estas tém alteracées mais marcadas no seu metabolismo*3%-
141.

O 3BP em combinacdo com a PDT leva a alteragdes nas proteinas relacionadas
com a apoptose, um aumento dos niveis de ROS e uma diminuigdo dos niveis de ATP e
danos a nivel da mitocéndria e no reticulo endoplasmatico, aumentando a eficacia da PDT
e a seletividade para as células tumorais!8140.141,

A lonidamina, um inibidor da glicélise que nao vai ser abordado neste estudo,
também ja foi utilizado para estudos de combinag&o com PDT. Este composto leva a uma
diminuicdo dos niveis de ATP, com consequente aumento dos niveis de ADP, uma

diminuicdo de GTP, e alteracbes na razdo NAD*/ NAD%2,
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5. Propostade Trabalho

s

O objetivo principal deste estudo é avaliar a combinacdo entre a terapia
fotodindmica com redaporfin e trés inibidores da glicélise, com o intuito de melhorar a
eficacia e seletividade do tratamento e diminuir as doses de farmaco utilizadas, diminuindo
a probabilidade de ocorréncia de efeitos secundarios. Foram escolhidos trés inibidores da
glicélise com carateristicas diferentes, a 2-deoxiglucose, o 3-bromopiruvato e a oxitiamina,
para avaliar que vias podem ter um maior efeito na potenciacao da terapia.

Para concretizar estes estudos, utilizaram-se duas linhas celulares diferentes, as
CT26, que representam um modelo tumoral, e as NIH/3T3, que representam um modelo
ndo tumoral, uma vez que sao constituidas por células do carcinoma do célon e por
fibroblastos de murganho, respetivamente. A escolha da linha celular CT26 deve-se ao
facto de ser uma das linhas celulares mais utilizada no estudo da redaporfin e, para além
disso, é uma das mais dificeis de tratar, comparativamente com outras linhas celulares,
tornando-se um maior desafio. Outro fator a considerar é que as linhas celulares escolhidas
sdo de murganho, permitindo uma translacdo mais facil para estudos in vivo neste modelo
animal. A utilizagdo de duas linhas diferentes permite inferir sobre a seletividade do
tratamento para células cancerigenas, com o minimo de efeitos nas células normais. Com
o objetivo de verificar se ha um sinergismo entre a combinacdo de PDT-redaporfin e os
diferentes inibidores da glicélise, é necessario calcular o IC50 da redaporfin, avaliar as
doses nao toxicas de inibidores da glicolise e, por fim, avaliar a combinacdo de ambos.
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Capitulo 2:
Materiais e Métodos

1. Reagentes:

O meio de cultura utilizado foi o Dubbelco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
adquirido na Sigma-Aldrich) para as culturas celulares de CT26 e NIH/3T3. O DMEM é
composto por glucose e L-glutamina numa concentragdo de 4500 mg/L, vermelho de fenol,
e foi suplementado com tampao de acido de 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico
(HEPES, adquirido na Sigma-Aldrich) numa concentragdo de 10 mM, com bicarbonato de
sédio numa concentracdo de 10 mM (adquirido na Sigma-Aldrich), com 10% de soro fetal
de bovino (FBS, adquirido na Biowest) e com 1% de penicilina-estreptomicina (PenStrep,
adquirido na Sigma Aldrich). A agua Milli-Q utilizada para a preparacéo das solucées foi
desionizada através de um sistema Millipore MilliQ de purificacdo de agua.

Para a preparacao da solugcédo de tampéao fosfato-salino (PBS) utilizou-se fosfato de
potassio dibasico (0,14 mM), cloreto de potassio (0.27 mM), fosfato de sddio dibasico (0.43
mM) e cloreto de sédio (13,7 mM) (adquiridos na Sigma-Aldrich) e acertou-se o pH nos 7,4.

As solucdes de Tripsina-EDTA (10x) e de Trypan Blue foram adquiridas na Sigma-
Aldrich.

A redaporfin (5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)
bacterioclorina) foi gentilmente fornecida pela Luzitin num vial de vidro, na forma de pé e
em atmosfera de N. Preparou-se uma solugdo stock de redaporfin, utilizando DMSO
(sulfoxido de dimetilo — Sigma Aldrich). A partir deste stock preparam-se as solugfes para
aplicar nas células, utilizando meio de cultura, com uma percentagem de solvente orgéanico
(DMSO) inferior a 2%.
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A 2-deoxiglucose, a oxitiamina e o 3-bromopiruvato, inibidores da glicolise, foram
adquiridos na Sigma Aldrich. As solucbes dos diferentes compostos para aplicar nas
células foram dissolvidas em meio de cultura.

A resazurina foi adquirida na Sigma Aldrich e foi preparada uma solucéo stock em
PBS, com uma concentracdo de 0,1 mg/ml. A partir desta solucéo stock preparou-se a

solucéo a aplicar nas células, com meio de cultura e com uma diluicdo de 1:10.

2. Equipamento

Todos os procedimentos relacionados com culturas celulares, preparagdo do meio
de cultura, da solucdo de PBS e de outros reagentes para aplicar nas células foram
executados na camara de fluxo laminar Thermo Scientific MSCAdvantage.

As pesagens foram realizadas a temperatura ambiente numa balanca analitica Kern
ALJ 220-5DNM, previamente calibrada.

Os frascos de cultura, tubos de centrifuga conicos, placas de 96-pocos,
micropipetadores utilizados foram adquiridos na Orange Scientific. As pipetas de Pasteur
de vidro e as pontas para os micropipetadores foram adquiridas na Frilabo. O autoclave
utilizado para esterilizar todo o material necessario para as culturas celulares é da marca
AJC Uniclave 88.

O microscopio utilizado para a observagdo das células foi um microscopio invertido
Olympus CKX41 acoplado a uma lampada de fluorescéncia. O espectro de absor¢édo do
stock de redaporfin foi obtido num espectrofotdmetro UV-visivel (Shimadzu). As amostras
foram analisadas em cuvettes de quartzo com um percurso Gtico de 1cm.

A fonte de luz utilizada para irradiar as células foi um LED (do inglés, light-emitting
diode) da Marubeni (modelo L740-66-60-550), com uma poténcia de 410 yW e um maximo
de emisséo a 740 nm com um FWHM (do inglés, Full width at half maximum) de 25 nm. A
fluéncia do LED foi medida em cada experiéncia com um medidor de poténcia Coherent
LaserCheck, escolhendo o comprimento de onda de 749 nm para fazer a medigéao.

O leitor de microplacas, utilizado para o ensaio da resazurina, € um Synergy HT
BioTek, EUA, com um conjunto de filtros para uma excitacdo a 560 nm e emissédo a 590

nm.
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3. Preparacéo da solucéo stock de redaporfin

A solucdo stock de redaporfin foi preparada em DMSO com uma concentragdo de
aproximadamente 500 uM, que depois foi aferida recorrendo ao espectro de absorcéo.
Para evitar a formacao de agregados de moléculas, a solugéo foi sujeita a uma frequéncia
de 35 kHz num banho ultrassénico Bandelin Sonorex TK52. A concentracdo da solucao
stock foi calculada através do seu espectro de absorcao (Figura 2.1), utilizando a lei de

Beer-Lambert:
A= ¢elc (Equacéio 2.1.)

onde A é a absorbancia no pico desejado, € (cmM?) é o coeficiente de absortividade
molar, | (cm) é o percurso 6tico e ¢ (M) é a concentracdo da amostra de redaporfin. O
coeficiente de absortividade molar da redaporfin € ;40 = 1,21 * 10> cm™ M1,

A solucao stock foi armazenada a 4 °C, protegida da exposi¢éo a luz, e foram feitas
medicdes da absorbancia regularmente para verificar a concentracéo e analisar a possivel
degradagdo do composto. As solugbes para aplicar nas células foram preparadas
recorrendo ao stock e a meio de cultura para se obterem as concentracdes desejadas para

0 estudo.

0,4 -

0,2 4

Absorvancia

0,0 T T T T * T T T T 1
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Comprimento de onda / nm

Figura 2.1. Espectro de absorgcdo UV/visivel da redaporfin
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4. Culturade células

As linhas celulares utilizadas foram CT26 (células do carcinoma do colon de
murganho) e NIH/3T3 (fibroblastos de murganho). A cultura de células foi mantida em
DMEM, suplementado com 10% de FBS e 1% de PenStrep. As células foram mantidas em
frascos T75 estéreis com uma tampa com filtro, adquiridos na Thermo Scientific. A
incubadora BB15 esteve a temperatura de 37°C, num ambiente humidificado, contendo 5%
de CO.. A cultura foi mantida durante 2 a 3 dias e, ap0s este periodo, verificada uma
confluéncia de mais de 80% no frasco, foi feita uma passagem onde as células foram
destacadas com tripsina, descartando-se uma parte para permitir o crescimento de novas

células.

5. Estudos de PDT in vitro

Os estudos de PDT foram realizados com o intuito de descobrir qual o IC50 para
cada uma das linhas celulares utilizadas. Cada estudo tem uma duracdo de quatro dias e
utiliza placas de 96-pocos. Para a linha celular CT26 foram plaqueadas 8000 células/pogo
e para as NIH/3T3 plaquearam-se 7000 células/poco. Passadas 24 h do plaqueamento foi
adicionada redaporfin em concentracdes crescentes, desde 20 a 400 nM. Apés um periodo
de incubacgdo de 20 h, as células foram lavadas duas vezes com PBS, no caso das
NIH/3T3, ou DMEM, no caso das CT26, para retirar o excesso de fotossensibilizador que
nédo foi internalizado pelas células. De seguida, colocou-se novamente meio de cultura nas
células e estas foram irradiadas com o LED descrito acima, com uma dose de luz de 1
J/icm?. A fluéncia é obtida com o medidor de poténcia e o tempo de irradiacéo é calculado

através da equacdao 2.2..

Dose de luz (J/cm?) = Fluéncia (W/cm?) * At (s) (Equacio 2.2.)

Para a avaliacdo da viabilidade celular, 24h apés a irradiacao, utilizou-se o ensaio
da resazurina. Este ensaio consiste na utilizacdo de um composto azul escuro, a
resazurina, que permeia as membranas celulares e é um indicador redox. As células
viaveis metabolizam a reducdo da resazurina a resorufina, um produto cor de rosa e
fluorescente. Assim, a quantidade de resofurina produzida é proporcional ao nimero de
células viaveis em cultura e pode ser quantificada utilizando um leitor de microplacas. Este
ensaio tem uma duracéo entre 2 h a 3 h, que depende da atividade metabdlica das células

utilizadas, da densidade de células por poco ou do meio de cultura®®,
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Simultaneamente as experiéncias de fototoxicidade da redaporfin, foi avaliada a
citotoxicidade do composto nas concentracdes utilizadas. O procedimento é igual ao

descrito para a fototoxicidade, mas as células ndo sao irradiadas.

6. Estudos de citotoxicidade dos inibidores da glicdlise

Os estudos de citotoxicidade para os trés inibidores de glicélise escolhidos serviram
para descobrir quais as doses ndo téxicas, isto é, que ndao provocam morte celular, nas
linhas celulares utilizadas nos estudos. A citotoxicidade dos inibidores de glicélise foi
avaliada para incubacgfes de 24 h e 48 h. A densidade celular utilizada para as CT26 foi
9000 células/poco e 8000 células/poco para os estudos de 24 h e 48 h, respetivamente.
Para as NIH/3T3, foi utilizada uma densidade de 8000 células/poco e 7000 células/poco
para 24 h e 48 h, respetivamente. Um dia ap6s o plaqueamento, foram administradas
solucdes de cada um dos inibidores da glicélise, com concentracdes crescentes (Tabela
2.1).

Tabela 2.1. Intervalos de concentracdes avaliados para os diferentes inibidores de glicélise.

100 uM a 4mM
la6mM
2,5a50 uM

Passadas 24 h da administragdo do composto, foram realizados dois procedimentos
diferentes. No caso dos estudos de incubacao de 24 h, foi feito o ensaio da resazurina para
avaliar a viabilidade celular. No caso das incubacdes de 48 h, os pocos foram lavados duas
vezes com PBS ou DMEM e tornou-se a aplicar as soluc¢des de inibidor, com as mesmas
concentragcdes que tinham sido utilizadas anteriormente. Neste caso, 0 ensaio de
resazurina foi realizado 24 h apos a segunda administragdo do composto, para avaliar a
viabilidade celular com incubacgdes de 48 h.

7. Estudos de combinacéo

Os estudos de combinacgéo consistem na avaliacdo de diferencas significativas na
viabilidade celular quando se combina a terapia fotodindmica com um inibidor de glicélise
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em concentracdes ndo toxicas. Para a realizacdo destes estudos utilizam-se diferentes
grupos controlo. Em primeiro lugar um grupo apenas com células plaqueadas, sem adicao
de nenhum composto, que serve de referéncia, depois trés grupos que correspondem as
diferentes concentracdes de inibidor escolhidas para o ensaio e, por Gltimo, um grupo onde
as células foram expostas apenas ao IC50 da redaporfin. Um esquema da placa de 96

pocos caracteristica dos estudos de combinacao esta representado na Figura 2.2.

CTRL
Inibidor C1

Inibidor C2

Inibidor C3
RP

RP +C1

RP +C2

RP +C3

I @ m m O O W »

Figura 2.2. Representacédo esquematica das condi¢cBes utilizadas para os estudos de combinacao.

Foram estudados trés tipos de combinagfes diferentes: incubacéo do inibidor 24 h
antes da irradiagdo do fotossensibilizador; 24 h antes e 24 h depois da irradiagdo; 48 h
antes da irradiagéo.

No caso da incubacao 24 h antes da irradiacdo, os estudos decorrem durante quatro
dias e para a linha celular CT26 foram plaqueadas 8000 células/poco e para as NIH/3T3
plaguearam-se 7000 células/poco. No dia seguinte ao plagueamento, adiciona-se
redaporfin (dose correspondente ao IC50 calculado para a linha celular em estudo) e o
inibidor de glicélise (doses néo téxicas obtidas anteriormente). Apos incubar durante 24 h,
as células sao lavadas com PBS ou DMEM para retirar 0 excesso de fotossensibilizador e
de inibidor. Torna-se a colocar meio de cultura nos pocos e procede-se a irradiacao das
células, com uma dose de luz de 1 J/cm?. No dia seguinte, efetua-se o ensaio da resazurina
para avaliar a viabilidade celular (Figura 2.3).

Administragdo de Irradiacéo
- A= 749nm

Plagueamento
Celular

l "

24h

Redaporfin e Inibidor

Ensaio da
Resazurina

‘

24h 2a3h

Linha cellular CT26 ou 3T3

Figura 2.3. Representacédo esquematica da combinacéo de inibidor por 24 h antes da irradiacéo.
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Para a incubacéo 24 h antes e 24 h ap0s a irradiacéo, os estudos decorrem também
durante quatro dias e as densidades celulares de plaguamento s&o iguais ao estudo
explicado acima, para ambas as linhas celulares. No dia ap6s o plaqueamento administra-
se redaporfin e o inibidor e passado 24 h as células sdo lavadas com PBS ou DMEM. Mas,
ao contrario do estudo anterior, torna-se a administrar o inibidor da glicélise e ndo apenas
meio de cultura e procede-se a irradiacao das células com a mesma dose de luz. No ultimo

dia, realiza-se o ensaio da resazurina (Figura 2.4).

Irradiagdo
A= 749nm

e Administracdo
de Inibidor

Administragdo de

Plagueamento Redaporfin e Inibidor

Celular Ensaio da

Resazurina

B

>
24h 2a3h

24h

Linha cellular CT26 ou 3T3

Figura 2.4. Representagdo esquematica da combinac¢édo de inibidor por 24 h antes da irradiacéo e 24 h
depois da irradiacao.

Na incubacdo 48 h antes da irradiacéo, os estudos ja decorrem ao longo de cinco
dias e as densidades celulares utilizadas sé@o diferentes. Para a linha celular CT26 e
NIH/3T3 foram plagueadas 5500 células/poco. No dia a seguir ao plagueamento aplica-se
apenas o inibidor da glicélise e 24 h depois lava-se e aplica-se novamente o inibidor e
também a redaporfin. No dia seguinte retira-se o meio, lava-se com PBS ou DMEM duas
vezes, coloca-se novamente meio e procede-se a irradiacdo das células com a mesma
dose de luz dos outros estudos. No quinto dia de estudo, faz-se o0 ensaio da resazurina
para obter a viabilidade celular (Figura 2.5).

Irradiagdo
Administracdo Administracdo de A= 749nm
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Figura 2.5. Representacdo esquematica da combinacéo de inibidor por 48 h antes da irradiacéo.

8. Anadlise estatistica

Os valores medidos nas diferentes experiéncias sdo apresentados na forma de
média + erro padrdo da média. A andlise estatistica foi realizada com o software Prism v.5

(Software GraphPad). A informacdo foi analisada com o teste t de Student bilateral
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desemparelhado e os detalhes da andlise estatistica sdo apresentados nos Materiais
Suplementares. O ajuste aos graficos de IC50 foi realizado no programa Origin v.9. Cada
condicdo tem um minimo de trés ensaios bioldgicos (n=3 a 5), sendo que cada um dos

ensaios corresponde a média de quatro po¢os concordantes.
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Capitulo 3:
Resultados e Discussao

1. Estudos in vitro

A terapia combinada para cancro baseia-se na utilizacdo de tratamentos com
mecanismos de acdo diferentes para potenciar os efeitos terapéuticos. A utilizagdo de
combinagBes pode afetar vias diferentes, destruindo com maior eficacia as células
cancerigenas e diminuindo os mecanismos de resisténcia das células. A combinacgéo pode
ser um efeito de sinergismo ou de adicao, reduzindo as doses de farmaco necessarias para
que ocorra o efeito desejado e diminuindo os possiveis efeitos secundarios 8.

A combinacé@o de PDT-redaporfin com outros farmacos, nomeadamente inibidores
da glicélise, pode potenciar o efeito da terapia fotodindmica, por isso, € essencial analisar
a diferenca entre a utlizagdo de PDT-redaporfin como uma monoterapia e a sua
combinacdo com diferentes inibidores da glicélise. A PDT tem como mecanismo de agao
o aumento de ROS na célula, provocando morte celular. A escolha de inibir a glicolise
prende-se com o facto de as células tumorais aumentarem a utilizacdo desta via
metabdlica, com o objetivo de aumentar a producéo de energia®®, mas a sua inibicdo pode
levar a processos de morte celular, diminuicdo dos niveis de ATP, e outras moléculas
essenciais para a célula, e aumento dos niveis de ROS nas células'®®. Assim, a

combinacéo das duas terapias, pode potenciar a PDT (Figura 3.1). Os inibidores escolhidos
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para este estudo foram a 2-deoxiglucose, o 3-bromopiruvato e a oxitiamina, apresentando,

cada um, caracteristicas diferentes.

Disrupcdo das defesas
anti-oxidantes do tumor

Glicdlise — | ATP, NADPH, Piruvato — dependentes do
'I' metabolismo
Inibidores da ! PDT ﬂ
glicélise

} \

v
ﬂ ROS l E Aumento das ROS

H Paragem do ciclo celular

’ “ Aumento da eficaciada PDT

r ;
\ Morte celular

Figura 3.1. Representagdo esquematica das vias afetadas pela terapia combinacional

Os estudos apresentados foram realizados em duas linhas celulares com
caracteristicas diferentes, NIH/3T3 e CT26. A linha celular NIH/3T3 é constituida por
fibroblastos, o que permite ter um modelo ndo tumoral, ja as CT26 sdo células do carcinoma
do célon, representando um modelo tumoral. O objetivo de utilizar duas linhas celulares
com estas caracteristicas passa por poder comparar os efeitos que as modalidades
terapéuticas possam ter sobre as células normais em comparagdo com as tumorais e
avaliar se combinagdo permite uma maior seletividade da terapia e, provavelmente,
diminuir as doses de farmaco que sao administradas. Note-se que as células NIH/3T3 ndo
sdo exatamente células “normais” pois evoluiram espontaneamente para uma
imortalizagdo, mas quando inoculadas em murganhos ndo induzem tumores.

O estudo inicia-se com a avaliacédo da fototoxicidade da redaporfin e calculo do IC50
para as duas linhas celulares utilizadas e, de seguida, é realizada uma avaliacdo da
citotoxicidade para cada um dos inibidores, para que se utilizem concentracdes néo toxicas
para as células nos estudos de combinacao.

O protocolo idealizado para as experiéncias de combinacdo permite comparar
diretamente a eficacia de tratamento das combinacdes pretendidas com controlos de PDT
e das doses de inibidores de glicélise. Desta forma, cada experiéncia é realizada na
presenga de varios grupos controlo, nomeadamente, um grupo apenas com células
plaqueadas, sem adi¢cdo de nenhum composto, que serve de referéncia, trés grupos que
correspondem a administracdo das diferentes concentragdes de inibidor e, por ultimo, um

grupo onde as ceélulas foram expostas apenas ao IC50 da redaporfin. Para cada inibidor e
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para cada linha celular realizaram-se trés tipos de incubacdes de inibidor diferentes: (i)
Incubacdo do inibidor 24h antes da irradiacdo; (ii) Incubacdo do inibidor 24h antes da

irradiacdo e também 24h apds a irradiacao;(iii) Incubacao 48h antes da irradiacéo.

1.1. Avaliagéo do IC50 da PDT-redaporfin

A redaporfin é um fotossensibilizador de terceira geracdo que, intracelularmente, se
localiza, maioritariamente, no reticulo endoplasmético, mas também na mitocondria.
Estudos anteriores com este PS na linha celular CT26 demonstraram que incubacdes de
20 h de redaporfin ndo sdo citotoxicas até doses de 200 uM 2, O valor de IC50 também foi
calculado em estudos anteriores para uma dose de luz de 1 J/cm?, situando-se nos 880
nM. Para a linha celular NIH/3T3, ndo existem estudos publicados. No nosso estudo, para
a avaliacao da fototoxicidade da redaporfin (RP), o tempo de incubacéo foi de 20h e a dose
de luz 1 J/cm?, sendo que a fluéncia aplicada as células foi medida em cada experiéncia.
Utilizaram-se concentragdes entre os 25 e os 400 nM e, como se pode ver na Figura 3.2,
estas concentragdes incluem as condi¢des onde a viabilidade celular varia entre os 100%
e 0s 0%, permitindo o célculo do IC50 da redaporfin.

Os ensaios de citotoxicidade da redaporfin consistem na utilizagdo do PS, sem que
esta seja irradiado. A citotoxicidade foi avaliada em simultdneo com a fototoxicidade para
garantir que as concentragdes de PS utilizadas ndo eram toxicas para as células. Como se
pode ver na Figura 3.2.A e Figura 3.2.C, em ambas as linhas celulares, as concentra¢des
de redaporfin utilizadas, ndao foram citotéxicas, apresentando viabilidades na ordem dos
100% para todas as condi¢fes utilizadas. J& no caso da fototoxicidade, tanto na Figura
3.2B como na Figura 3.2.D podemos ver um perfil tipico de diminuicao da viabilidade celular
com o aumento da concentracéo de redaporfin, para uma dose de luz constante de 1 J/cm?2.
A diminuigdo inicial da viabilidade celular ocorre em concentracdes mais baixas de
redaporfin para a linha celular NIH/3T3 em comparacdo com a CT26, atingindo valores
proximos de 0% para concentracfes de 200 nM, enquanto que nas CT26 isso sO ocorre
proximo dos 400 nM, como se pode ver na Figura 3.2.B e Figura 3.2.D. Por isso, o valor de
IC50 para a linha celular NIH/3T3 é menor, comparado com o valor para as CT26, como
pode ser visto no grafico da Figura 3.3.A e Figura 3.3.B. O valor de IC50 foi calculado
recorrendo a um ajuste a uma funcdo sigmoide, utilizado em experiéncias de Dose-
Resposta, do programa Origin:

y = Al + (A2 — A1)/(1 + 10U08(x0=x)+p) (Equagéo 3.1.)

Onde Al e A2 correspondem a assintota mais alta e mais baixa do grafico, respetivamente,
e o0 p se relaciona com o declive da zona de decréscimo mais acentuada dos valores de

viabilidade (Fator de hill slope). Através deste ajuste foi possivel calcular o valor de IC50
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da redaporfin para cada uma das linhas celulares, apresentados na Tabela 3.1. Os valores
de IC50 obtidos neste estudo sdo as concentracbes de PS escolhidas para prosseguir em
cada linha celular, nos estudos de combinacdo com os inibidores, garantindo uma
viabilidade celular na zona dos 50%, que nos permita ver alteracdes no tratamento.

O valor de IC50 calculado neste estudo é menor do que o calculado anteriormente
para a mesma dose de luz e linha celular (880 nM). Isto pode ser explicado porque neste
estudo utilizou-se como fonte de luz um LED e no estudo anterior laser. A utilizagdo de
LED implica uma fluéncia menor e um tempo de irradiagcdo maior, por isso, as células
podem renovar mais vezes 0 oxigénio que entra nas células, podendo gerar-se mais
espécies reativas de oxigénio. Para além disso, a pureza do PS também né&o é constante
de lote para lote, por isso, caso o lote utilizado no estudo fosse mais puro, pode influenciar
na quantidade de ROS formado e, consequentemente, no valor de IC50.

A linha celular NIH/3T3 tem um valor de IC50 ligeiramente menor do que as CT26. A
diferenca entre os valores € pequena e pode dever-se a erros experimentais ou ao facto
de estarmos a lidar com linhas celulares imortalizadas (com caracteristicas diferentes das
células normais, uma vez que tém um numero ilimitado de divisbes). Como se tratam de
linhas celulares, ndo hé razdes para que a internalizagdo do composto seja diferente entre
a linha celular normal e tumoral, uma vez que esta internalizacdo ocorre por transporte
passivo, por isso, de forma semelhante em ambos os casos. Para além disso, um dos
possiveis fatores responsaveis por esta diferenca sdo as diferencas nas defesas
antioxidantes de uma linha celular para a outra, mas isso nao foi avaliado, nem é o objeto
de estudo. Ainda assim, a seletividade ndo é facilmente avaliada in vitro, porque nédo
estamos na presenca do microambiente caracteristico dos tumores, composto por diversos
tipos de células, que podem influenciar a internalizagdo do PS através de, por exemplo,
anomalias na vasculatura (que podem levar a uma maior retencédo do PS nos vasos) ou a

presenca de transportadores nas membranas celulares.
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Figura 3.2. Avaliacdo da citotoxicidade e fototoxicidade da redaporfin na linha celular NIH/3T3 (A e B) e na
linha celular CT26 (C e D). As concentracGes de RP que variam entre 25 e 400nM e a dose de luz é 1J/cm?
para a experiéncia de fototoxicidade.
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Figura 3.3.Gréfico do IC50 da redaporfin na linha celular NIH/3T3 (A) e CT26 (B)

Tabela 3.1. Valores de IC50 da redaporfin para as duas linhas celulares

99,552+ 7,3594
173,86 + 10,087 175
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1.2. Combinacédo PDT-redaporfin e 2-deoxiglucose

A 2DG é um inibidor de glicdlise, analogo da glucose, que inibe a hexocinase e
interfere com a conformacéo de determinadas proteinas, mas 0s seus mecanismos de
acdo ainda ndo sdo completamente conhecidos!®*. De qualquer forma, este inibidor
encontra-se em mais de 100 ensaios clinicos, como monoterapia ou como terapia
combinada 44,

Para analisar, posteriormente, a combinacdo da PDT com os inibidores de glicélise
foram realizados estudos de citotoxicidade com concentracdes crescentes de 2DG, que
variaram entre 100 uM e 4 mM, e com tempos de incubagéo de 24 h e 48 h, para se
conhecerem as concentra¢des ndo téxicas de inibidor. Como mostrado na Figura 3.4, ha
um decréscimo da viabilidade com o aumento da concentragdo de 2DG em todas as
condicdes e linhas celulares. A diferenca de viabilidade celular em relacdo ao controlo sé
comeca a ser significativa para concentracdes superiores a 1 mM, como se pode ver nas
Figura 3.4A, Figura 3.4B e Figura 3.4C. No caso da Figura 3.4D, incubacéo da linha celular
CT26 com 2DG por 48 h, a diferenca estatistica surge a partir da concentracdo de 500 puM.
Assim, as concentracdes escolhidas para os estudos de combinacdo foram 100 uM, 200

UM e 500 uM, uma vez que ndo mostraram citotoxicidade.
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Figura 3.4. Avaliacdo da citotoxicidade do inibidor 2DG na linha celular NIH/3T3 (A e B) e na linha celular
CT26 (C e D). As concentragBes de 2DG variam entre 100uM e 4mM e os tempos de incubacao do inibidor
foram 24h ou 48h. * corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01, *** corresponde a p < 0.001

46



Na literatura surgem diversos estudos com a 2DG, tanto como monoterapia, como
combinada com outros farmacos quimioterapéuticos ou radia¢do. Um dos estudos reporta
um aumento do citotoxicidade, do stress oxidativo e da sensibilidade para radiacdo em
células de cancro pancreatico, com doses de 2DG entre 4 e 20 mM 125, Qutro estudo
relaciona a toxicidade da 2DG, em doses de 5 a 20 mM, com a familia de proteinas Bcl-2,
provando que este inibidor potencia a via mitocondrial da apoptose, provavelmente por
uma diminuicdo da energia celular, devido a uma desregulacdo da mitocondria, e que
também provoca stress no reticulo endoplasmatico 34, A 2DG aumenta também a eficacia
de agentes quimioterapéuticos, como é o caso da adriamicina ou do paclitaxel, tendo sido
comprovado em modelos animais 2, No caso do nosso estudo, as concentragées de 2DG
ndo se pretendem toxicas, para que seja possivel avaliar a diferenga entre a PDT como
monoterapia e a combinagdo com o inibidor, por isso, as concentragcdes utilizadas ficam
abaixo do 1 mM, mas espera-se que, ainda assim, provoquem algum impacto no
metabolismo celular.

Na Figura 3.5 séo apresentados os gréaficos das diferentes combinacgées de 2DG com
PDT-redaporfin. Em todos os graficos é possivel verificar que as concentragdes de 2DG
selecionadas ndo provocam morte celular, apresentando viabilidades na ordem dos 100%.
Ja o controlo de redaporfin e as combina¢cdes com a 2DG apresentam valores de
viabilidade proximos de 40%, no caso da linha celular NIH/3T3, e de 60%, no caso das
CT26. Na Figura 3.5A e Figura 3.5B temos a incubacdo de 2DG durante 24 h antes
irradiacédo da redaporfin para a linha celular NIH/3T3 e CT26, respetivamente, surgindo
diferencas estatisticamente significativas entre o controlo de redaporfin e a combinacéo
com a dose de 500 uM de 2DG tanto nas NIH/3T3 como nas CT26. No caso da incubagéo
de 2DG 24 h antes e 24 h ap0s a irradiacdo, temos novamente diferengas estatisticamente
significativas para a combinagdo com a dose de 2DG de 500 pM em ambas as linhas
celulares (Figura 3.5C e Figura 3.5D) e também para a combinacdo com a dose de 200 uM
no caso das NIH/3T3 (Figura 3.5C). Para a incubacéo de 2DG 48 h antes da irradiagéo,
ndo existem dados estatisticamente significativos em nenhuma das linhas celulares (Figura
3.5E e Figura 3.5.F).

A utilizacdo de 2DG em simultdneo com a PDT-redaporfin potencia a eficacia do
tratamento de uma forma dependente da dose, uma vez que temos uma diminui¢cdo da
viabilidade celular das combinacdes, em relacdo a monoterapia, para doses de 2DG mais
altas, como se pode ver nos gréficos da Figura 3.5.

A combinacdo entre 2DG e PDT com outros PSs, ja foi estudada, tal como os
possiveis mecanismos associados ao aumento da eficicia da terapia combinada. Nestes
estudos sao reportadas diversas alteragées, nomeadamente, danos a nivel da mitocondria,

alteracdes nos niveis de proteinas associadas a apoptose (como € o caso da familia das
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caspases e da familia Bcl-2), um aumento dos niveis de ROS e uma diminui¢do nos niveis
de ATP ou um aumento do stress do reticulo endoplasmatico (uma vez que a 2DG afeta a
glicosilacao de proteinas). Os estudos indicam que, com as linhas celulares que utilizaram
como modelo ndo tumoral (HUVEC e HMEC), ha evidéncias de seletividade para as células

tumorais, possivelmente, porque estas tém alteracbes mais marcadas no seu
metabolismo3-14°, Assim, os resultados obtidos neste estudo poderéo estar relacionados
com os parametros apresentados na literatura, para outros PSs, uma vez que verificamos
melhorias na terapia combinada. Apesar disso, ndo se verifica seletividade para células
tumorais, ao contrario do que se encontra na literatura.

A. B. 120

% de Viabilidade
% de Viabilidade

1201

% de Viabilidade
% de Viabilidade

1201

=
(=1
=]

% de Viabilidade
% de Viabilidade

> & S S S » »
s s
(9\‘ \¥ \Z Q- Qg- qu
Y 'v° .L.O <&

Figura 3.5. Estudos de combinagé&o entre PDT-redaporfin e 2DG. Gréficos A, C e E correspondem a linha
celular NIH/3T3 e os graficos B, D e F a linha celular CT26. Gréaficos A e B correspondem a incubacgdes de
2DG 24h antes da irradiagdo da redaporfin; Graficos C e D correspondem a incubagdes de 2DG 24h antes e
24h apds a irradiacao da redaporfin; Gréaficos E e F correspondem a incubagdes de 2DG 48h antes da
irradiacdo da redaporfin. * corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01, *** corresponde a p < 0.001
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1.3. Combinacédo PDT-redaporfin e 3-bromopiruvato

O 3BP € um analogo do piruvato e um agente alquilante que inibe a hexocinase, a
lactato desidrogenase e a fosforilagdo oxidativa na mitocéndria, levando a uma deplecéo
da producédo de ATP e, consequentemente, a morte celular*®'. O 3BP ainda se encontra
numa fase pré-clinica, mas ja existem casos clinicos onde se descreve o tratamento de
alguns pacientes com este composto 145:14¢,

A citotoxicidade do 3BP foi avaliada com o intuito de se conhecerem as
concentracdes nado toxicas do inibidor para serem utilizadas no estudo de combinacéo.
Foram utilizadas concentragdes crescentes de 3BP, variando neste caso entre 2,5 pM e
50 uM, e com tempos de incubacao de 24 h e 48 h. O perfil da viabilidade celular em funcéo
da concentracdo de inibidor mostra uma diminuicdo da viabilidade com o aumento da
concentracdo de inibidor, em ambas as linhas celulares e tempos de incubacéo. No caso
das CT26, a partir de 20 puM, para o tempo de incubacdo de 24 h, e 25 pM, para uma
incubacao de 48 h, comeca a haver uma diferenca estatisticamente significativa em relagédo
ao controlo (Figura 3.6C e Figura 3.6D). J& na linha celular NIH/3T3, esta diferenca sé
surge para concentracdes de 50 uM (Figura 3.6A e Figura 3.6B). Assim, as concentracdes
escolhidas para os estudos de combinacdo foram 2,5 puM, 5 pM e 10 pM, por néo
apresentarem citotoxicidade em nenhuma das linhas celulares.

O 3BP é estudado como monoterapia ou em combinacdo com outros farmacos
quimioterapéuticos. Um estudo em células de cancro de figado, aplicando-se doses de 3BP
entre 50 e 200 uM, mostrou um aumento das ROS, levando a alteragdes na mitocondria e
a processos de morte celular, tanto apoptose como necrose 3. Outro estudo, que combina
a utilizacéo de 3BP (em concentragfes de 25 a 100 uM) com farmacos quimioterapéuticos
com platina (cisplatina e oxaliplatina), levando a diminui¢des nos niveis de ATP e de
moléculas redutoras, como o NADPH, e potenciando a a¢do da quimioterapia através de
um aumento das ROS e de altera¢des na mitocéndria, para além dos efeitos na glicélise,
aumentando a necrose das células '#’. Neste estudo, ndo se pretende utilizar doses toxicas
de 3BP, por isso, como se pode ver na figura 5, as doses nao toxicas sao inferiores a 10
MM, doses mais baixas do que as usadas nos dois estudos referidos anteriormente.

O 3BP é um agente alquilante que reage, através do seu grupo nucleofilico, com
grupos tidis presentes nas cisteinas de diversas proteinas, levando a destrui¢cdo de pontes
de disulfito. Dado que o bromo é um grupo com uma elevada eletronegatividade, o 3BP
torna-se extremamente reativo e alquila diversas proteinas. Apesar de ser um agente

alquilante, a literatura mostra que é um farmaco eficaz e seletivo para células tumorais!*.
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Figura 3.6. Avaliacéo da citotoxicidade do inibidor 3BP na linha celular NIH/3T3 (A e B) e na linha celular
CT26 (C e D). As concentragdes de 3BP variam entre 2,5uM e 50uM e os tempos de incubagéo do inibidor
foram 24h ou 48h. * corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01, *** corresponde a p < 0.001

O 3BP difere do lactato em apenas um atomo, por isso, pode entrar nas células pelos
mesmos transportadores que retiram o lactato do seu interior, os transportadores de acidos
monocarboxilicos (MCT, do inglés monocarboxylic acid transporters). Uma vez dentro das
células, o 3BP afeta a glicélise, inibindo a hexocinase, e a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, inibindo os transportadores de fosfato 4.

O conceito de catastrofe metabdlica corresponde a uma disrup¢cao do metabolismo
celular, com uma elevada severidade, que leva a uma paragem da producdo de energia,
na forma de ATP, levando a morte celular’®®., O 3BP provoca alteracées em diversos
passos da producao de energia da célula, tanto na glicélise como na fosforilacao oxidativa,
e, por isso, leva a uma rapida deplecdo de ATP e a uma possivel catastrofe metabdlical®!.

O 3BP tem diversos alvos terapéuticos, sendo que um dos principais, e que leva a

z

catastrofe metabdlica, € a hexocinase®?. O 3BP induz uma alteracdo covalente na

hexocinase, muito possivelmente nos seus residuos de cisteina, e a enzima dissocia-se da
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mitocOndria. Esta alteracdo provoca uma libertacéo de fatores que induzem a apoptose®®3,
No entanto, concentra¢cBes baixas de 3BP ndo inibem a hexocinase, por isso, o inibidor
tem outros alvos nas células. Outra enzima afetada por este inibidor e essencial no
processo glicolitico € a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que esta sobre expressa em
células de cancro. Existem diversos estudos na literatura que provam que o 3BP inibe a
atividade desta enzima, levando a uma inibicdo da producao de ATP nos passos seguintes
da via da glicolise’™. O 3BP também pode afetar outras enzima da via glicolitica,
nomeadamente a fosfoglicerato cinase e a piruvato cinase'*®.

As células tumorais sobre expressam MCTS, que s&o responsaveis por retirar o
lactato da célula para evitar a acidificacéo intracelular e, consequentemente, a apoptose.
Para além disso, a acidificacdo do microambiente tumoral, provocada pelo aumento de
lactato no meio extracelular, favorece a proliferacdo e invasdo celular'*®. Estes
transportadores conduzem o 3BP para o interior das células, por isso, 0 aumento da
expressao destes transportadores em células tumorais, em comparagdo com as células
normais, pode estar diretamente relacionado com a seletividade deste inibidor para estas
células®,

O 3BP também parece afetar varias enzimas essenciais na fosforilagdo oxidativa na
mitocondria, e uma inibigdo do ciclo de Krebs leva a uma deplecdo de ATP, mas também
a alteracdes noutros processos que fornecem moléculas essenciais a sobrevivéncia da
célula’®’. Para além disso, também foram observadas alteracdes nos niveis de ROS com
a utilizacdo de 3BP, devido a um aumento do stress no reticulo endoplasmatico®®. A
concentrac@o de 3BP utilizada no tratamento influencia o tipo de morte celular que ocorre,
sendo que, para concentra¢cdes mais baixas, é favorecida a apoptose, enquanto que para
concentracdes mais altas, favorece-se a necrose®®®.

Assim, pode concluir-se que esta molécula ndo afeta apenas um alvo, sendo também
significativa a contribuicao dos transportadores MCTs para que haja uma elevada eficacia
deste farmaco e também uma elevada seletividade para células tumorais. Portanto, este
farmaco também pode ser muito Gtil combinado com outras terapias 4°.

Este composto ainda ndo se encontra em ensaios clinicos e a sua natureza alquilante
pode ser um impedimento para a sua aplicacdo clinica. No entanto, existem muitas
evidéncias de que este inibidor é seletivo para células tumorais, possivelmente devido a
dois mecanismos. Em primeiro lugar, a relacdo com os MCTs e o pH extracelular acidico
junto aos tumores, que promovem uma maior internalizacdo do composto!®®, Em segundo,
o facto do 3BP atuar em diversos alvos, levando a um deplecao dos niveis de ATP, a uma
catastrofe metabdlica e, consequentemente, a morte celular. Assim, € necessario reunir

diversas condicfes para que a internalizacdo de 3BP seja maior e os efeitos mais
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significativos. Para além disso, as células normais ndo tém tantos danos a nivel da
respiracdo celular, podendo compensar, por outras vias, os efeitos do 3BP. 1%t

Apesar deste inibidor ndo se encontrar em ensaios clinicos, foram identificados dois
casos publicados onde se utilizou este inibidor para o tratamento de doentes oncoldgicos.
O primeiro caso trata-se de um jovem de 16 anos que tinha um carcinoma hepatocelular
fibrolamelar em fase terminal. Neste caso, o 3BP foi administrado durante varios meses,
ndo apresentando uma toxicidade significativa no paciente. O paciente morreu dois anos
depois, por complicacbes no funcionamento do figado, que ndo se relacionam com a
utilizagdo do composto, mas sim com a incapacidade de eliminar o tecido tumoral morto
formado apés o tratamento. De qualquer das formas, a qualidade de vida do paciente
melhorou significativamente durante os dois anos seguintes ao diagnéstico da doenga*.
Outro caso retrata um paciente com 28 anos que tinha sido diagnosticado com um
melanoma metastético de fase 1V, que também tinha afetado os pulm&es. Numa fase inicial
do tratamento, a eficacia do 3BP parecia reduzida, mas apoés a utilizagdo de paracetamol
para diminuir os niveis de glutationa no tumor, a eficacia aumentou. Infelizmente o paciente
morreu poucos meses apdés o0 inicio da terapia, ndo devido ao inibidor, mas sim a
complicacdes relacionadas com o estado avancado da doenca'#.

Por todas estas razbes, o 3BP parece uma molécula promissora para o tratamento
do cancro, sendo necessario realizar mais estudos para comprovar a sua eficacia. Neste
estudo, combina-se o 3BP com terapia fotodindmica para se avaliar se é possivel potenciar
esta terapia sensibilizando as células com este inibidor.

A Figura 3.7 reune os graficos das diferentes combinagbes de 3BP com PDT-
redaporfin. Mais uma vez é possivel ver que as doses de 3BP selecionadas ndo provocam
morte celular em nenhuma das linhas celulares, como pode ser notado pelas viabilidades
na ordem dos 100%. Por outro lado, os valores de viabilidade para os tratamentos com
PDT apresentam valores na ordem dos 30 a 40% no caso das NIH/3T3 e na ordem dos 50
a 60% no caso das CT26. Tanto na Figura 3.7.A e Figura 3.7.B, que correspondem a
incubacoes de 3BP 24 h antes da irradiacdo, como na Figura 3.7.C e Figura 3.7.D, que
correspondem a incubacdes de 3BP 24 h antes e 24 h apés a irradiagdo, ndo temos
diferencas estatisticamente significativas entre o controlo de redaporfin e as diferentes
combinagdes de redaporfin com 3BP. No entanto, no caso da incubacéo de 3BP 48 h antes
dairradiacao, que esta apresentada na Figura 3.7.E e Figura 3.7.E, podemos ver que existe
uma diferenca estatisticamente significativa na linha celular CT26 para a combinacdo de
redaporfin com a dose mais alta de 3BP (10 pM), e ndo existe qualquer dado

estatisticamente significativo na linha celular NIH/3T3.
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Figura 3.7. Estudos de combina¢&o entre PDT-redaporfin e 3BP. Gréficos A, C e E correspondem a linha
celular NIH/3T3 e os gréaficos B, D e F a linha celular CT26. Gréficos A e B correspondem a incubacdes de
3BP 24h antes da irradiacdo da RP; Gréficos C e D correspondem a incubacdes de 3BP 24h antes e 24h
apos a irradiagdo da RP; Gréficos E e F correspondem a incubagdes de 3BP 48h antes da irradiacéo da RP.
* corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01, *** corresponde a p < 0.001

No caso da combinacéo de 3BP com PDT-redaporfin com uma incubacéo do inibidor
48 h antes da irradiacdo surgem dados muito interessantes a nivel terapéutico, uma vez
gue nao se verifica uma toxicidade significativa nas células NIH/3T3, mas na linha celular
CT26 temos uma diferenca acentuada na percentagem de viabilidade celular da
combinacdo, quando comparada com a monoterapia, indicando que este composto pode
levar a um aumento da seletividade da terapia para células tumorais. Nas restantes

combinagdes ndo parece haver melhorias significativas do tratamento com a utilizagéo de

3BP.
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Ja existem alguns estudos que combinam 3BP e PDT com outros PSs. A utilizacédo
de 3BP em simultdneo com a PDT leva a alteracdes nas proteinas relacionadas com a
apoptose, um aumento dos niveis de ROS e uma diminuicdo dos niveis de ATP e danos a
nivel da mitocébndria, aumentando a eficacia da PDT e a seletividade para as células
tumorais 138140,

Estudos demonstram que o 3BP provoca stress no reticulo endoplasmatico, que
pode ativar processos de autofagia Uteis para resistir a agressao que é provocada a célula,
por exemplo, aumento a producdo de compostos essenciais para a sobrevivéncia da
célula’®?, De qualquer forma, foi mostrado que sdo necessarios dois ou mais agentes
quimioterapéuticos para induzir um stress no reticulo endoplasmatico suficiente para
provocar morte celular*®®, Dado que a redaporfin € um fotossensibilizador que se localiza
maioritariamente no reticulo endoplasméatico, a combinacdo destes dois agentes pode
potenciar o stress oxidativo neste organelo e levar a um aumento mais significativo das

ROS e a uma maior eficacia no tratamento.

1.4. Combinacao PDT-redaporfin e oxitiamina

A oxitiamina € um antagonista da tiamina e inibe a transquetolase, que é uma enzima
da via da pentose fosfato. Apesar dos mecanismos de acdo da OXY ainda n&o serem
totalmente conhecidos, h&a evidéncias de uma diminuicdo da sintese de macromoléculas
biol6gicas, que pode levar a uma inibicdo da proliferacéo celular e inducdo da apoptose 122,
Os ensaios com a OXY ainda se encontram numa fase pré-clinica.

O inibidor OXY foi também avaliado em relacéo a sua citotoxicidade, para se obterem
as concentracdes ndo toxicas para o estudo combinatorial. As concentracdes de oxitiamina
variaram entre 1 mM e 6 mM e os tempos de incubacéo foram de 24 h e 48 h, como nos
estudos anteriores. No caso deste inibidor, ndo ocorreu um decréscimo da viabilidade com
a concentracdo de OXY, mantendo-se sempre na ordem dos 100%, em ambas as linhas
celulares e tempos de incubacdo (Figura 3.8). As concentracfes escolhidas para os
estudos de combinacédo foram 1 mM, 2 mM e 3 mM, uma vez que néo existia diferenca na
viabilidade celular em relacdo a doses mais elevadas, podendo optar-se por doses mais
adequadas para uma translacdo para a clinica e, ainda assim, provocar uma maior

sensibilizacdo das células tumorais para o tratamento com PDT-redaporfin.
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Figura 3.8. Avaliacéo da citotoxicidade do inibidor OXY na linha celular NIH/3T3 (A e B) e na linha celular
CT26 (C e D). As concentragBes de OXY variam entre ImM e 6mM e os tempos de incubag¢&o do inibidor
foram 24h ou 48h. * corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01, *** corresponde a p < 0.001

A oxitiamina ja foi utilizada em diversos estudos. Um dos estudos utiliza células de
cancro no pancreas, e concentracoes de OXY entre 5 e 500 uM, e demonstra que este
inibidor provoca alteracdes na expressao de diversas proteinas da célula, tal como na sua
fosforilacéo, e que as proteinas afetadas estéo, maioritariamente, envolvidas em processos
de sinalizacéo para a morte celular, expressao genética ou modificacdes pos-translacionais
122 Num estudo in vivo em murganhos, onde se utilizaram doses de OXY entre 100 e 500
mg/kg, verificaram-se diminuigdes no crescimento do tumor e foram apresentadas
evidéncias de que as células tumorais permaneciam na fase G1 do ciclo celular, devido a
inibicdo da producdo de macromoléculas essenciais para a passagem para a fase S*°.
Outro estudo, onde se aplica uma concentracdo de OXY de 0,5 UM, relaciona a inativacédo
da sintese de ribose com a inibicdo da proliferacdo das células tumorais, um vez que 0s
metabolitos formados na via da pentose fosfato sdo essenciais para a formacgéo de acidos
nucleicos e para a progresséao celular?°. Neste estudo, ndo é evidente uma diminuicdo da
viabilidade celular dependente da dose, por isso, foram escolhidas doses com maior
utilidade a nivel terapéutico (1 a 3 mM).

A Figura 3.9 contém os gréficos que correspondem as combinacdes das diferentes
concentracbes de OXY com a PDT-redaporfin. Os valores de viabilidade das

concentracdes de OXY aplicadas rondam os 100%, mostrando que as doses escolhidas
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nao sao citotoxicas. Ja os valores de viabilidade para a PDT-redaporfin e para as diferentes

combinacfes estédo entre os 30 e 40%, no caso das NIH/3T3, e 0s 50 e 60% no caso das

CT26. Na Figura 3.9.A e Figura 3.9.B, onde a incubacdo com OXY foi feita durante 24 h,

temos uma combinacdo estatisticamente diferente do controlo de redaporfin, que

corresponde a combinacdo com a dose mais elevada de OXY, 3 mM, mas na linha celular

NIH/3T3, ndo existem dados estatisticamente significativos. Na Figura 3.9.C e Figura 3.9.D,
onde a incubacgdo com OXY foi feita 24 h antes e 24 h apds a irradiagéo, e nas Figura 3.9E
e Figura 3.9F, onde a incubacédo ocorreu 48 h antes da irradiacdo, ndo temos dados

estatisticamente significativos em nenhuma das linhas celulares.
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Figura 3.9. Estudos de combinacgéo entre PDT-redaporfin e OXY. Gréficos A, C e E correspondem a linha
celular NIH/3T3 e os gréficos B, D e F a linha celular CT26. Graficos A e B correspondem a incubagfes de
OXY 24h antes da irradiacao da redaporfin; Gréaficos C e D correspondem a incubacdes de OXY 24h antes e
24h apds a irradiacdo da redaporfin; Graficos E e F correspondem a incubagdes de OXY 48h antes da
irradiacdo da redaporfin. * corresponde a p < 0.05, ** corresponde a p < 0.01, *** corresponde a p < 0.001



A combinacdo de OXY com PDT-redaporfin ndo parece provocar alteracdes
significativas nas células ndo tumorais em relacdo a monoterapia. No caso da incubacao
24 h antes da irradiacdo, para a linha celular CT26, temos valores significativos para a
utilizacdo de uma combinacdo com uma dose de OXY de 3 mM, podendo, possivelmente,
ser seletiva para células tumorais. Esta combinacao pode ter utilidade terapéutica, uma vez
que s6 hd um aumento da sensibilidade das células tumorais, e ndo das ndo tumorais, a
terapia fotodinamica.

Os mecanismos de agao da oxitiamina ndo sao bem conhecidos, mas a inibicdo da
transquetolase leva a uma diminuicdo da sintese de diversas biomacromoléculas
essenciais para a proliferacéo das células tumorais. Assim, acredita-se que 0s mecanismos
de acédo associados a utilizacao deste inibidor passem por uma diminui¢cdo da sintese de
acidos nucleicos e de diversos metabolitos essenciais para a sintese de outras
biomacromoléculas, que vao levar a uma paragem da proliferacéo celular e alteracdes nas
proteinas, levando a morte celular 119120122 A sensibilizacdo verificada no nosso estudo

deve-se, possivelmente, a estes mecanismos.
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Capitulo 4:
Conclusao

O estudo apresentado nesta dissertacdo permitiu analisar a importancia que a
modulacdo do metabolismo celular alterado das células cancerigenas pode ter na
potenciacdo da terapia fotodindmica no tratamento do cancro. Para tal, foram realizadas
combinagdes de terapia fotodindmica, com o fotossensibilizador redaporfin, e diferentes
inibidores da glicdlise, a 2-deoxiglucose, o 3-bromopiruvato e a oxitiamina, para melhorar
a eficacia e seletividade desta terapia. Numa primeira fase, foi avaliada a fototoxicidade e
0 IC50 da redaporfin na linha celular CT26 e NIH/3T3, obtendo-se valores de 175 nM e 100
nM, respetivamente. A pequena diferenca entre o valor de IC50 para a linha celular CT26
e NIH/3T3 pode dever-se ao facto de as condi¢cbes experimentais ndo simularem o
microambiente tumoral e também por se utilizar um modelo ndo tumoral com linhas
imortalizadas, com caracteristicas diferentes das células normais.

O passo seguinte do estudo foi avaliar a citotoxicidade dos diferentes inibidores da
glicolise para que se utilizem concentracdes ndo toxicas nos estudos de combinagéo. Os
valores nao toxicos obtidos para a 2DG foram iguais ou inferiores a 500 uM, para o 3BP
foram iguais ou inferiores a 10 pM e para a OXY nao se encontrou toxicidade até 3 mM,
que foi o valor méximo testado. No caso da OXY, foram escolhidas estas concentragcfes
porque, apesar de ndo se encontrar uma dose toxica de inibidor, utilizar doses mais

elevadas diminuiria a relevancia da combinacgéo a nivel clinico.
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A combinacédo entre a PDT-redaporfin e a 2DG mostra uma melhoria da eficacia do
tratamento dependente da dose para as diferentes condi¢cdes utilizadas. No caso da
incubacao de 2DG durante 24 h antes irradiacdo da redaporfin, como para a incubacao de
2DG 24 h antes e 24 h apés a irradiacdo, temos resultados estatisticamente significativos,
tanto na linha celular CT26 como na NIH/3T3, indicando uma melhoria da eficacia para a
combinacédo entre PDT-redaporfin e uma concentracédo de 2DG de 500 uM. Este aumento
de eficicia pode dever-se a uma sensibilizacao das células por mecanismos de diminui¢éo
de ATP, alteracBes nos niveis de proteinas apoptoéticas, aumento dos niveis de ROS ou
stress do reticulo endoplasmatico. Neste estudo ndo foi encontrada uma maior seletividade
para as células tumorais em comparacdo com o modelo ndo tumoral, ainda assim, esta
observacao pode estar relacionada com as diferengas entre as células que se encontram
in vivo e ndo se conseguem mimetizar in vitro.

A combinacgao de PDT-redaporfin com o inibidor oxitiamina também foi avaliada. Este
inibidor atua noutra via metabdlica das células, a via da pentose fosfato, inibindo a enzima
transquetolase, levando a uma diminui¢cdo da sintese de moléculas essenciais as células,
mas também alterando diversos niveis de proteinas associadas a processos de sinalizagédo
e morte celular. No caso da incubagdo com OXY durante 24 h antes da irradiacdo, a
combinacdo entre PDT-redaporfin e OXY 3 mM leva a uma melhoria da eficacia do
tratamento nas CT26. As células ndo tumorais ndo parecem ter melhorias no tratamento
com PDT-redaporfin e OXY, por isso, a combinacdo referida pode ser util a nivel
terapéutico, podendo aumentar a seletividade do tratamento

O 3BP tem varios alvos, nomeadamente a inibicdo da hexocinase, que afeta a
glicélise e a apoptose, da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, da fosfoglicerato cinase e
da piruvato cinase, levando a uma diminui¢éo dos niveis de ATP. Este inibidor pode entrar
na célula por transportadores MCTs, que estdo sobre expressos em células tumorais,
permitindo uma maior seletividade do tratamento. Pode também provocar alteracdes na
fosforilagdo oxidativa na mitocondria, levando a uma deplecdo do ATP, ou aumentar os
niveis de ROS e o stress no reticulo endoplasmatico. A combinacao entre PDT-redaporfin
e uma dose de 10 uM de 3BP, com incubacéo do inibidor 48h antes da irradiacdo, mostrou
ser a mais promissora, uma vez que tem uma melhoria significativa da terapia e, para além
disso, ha ainda seletividade para células tumorais, uma vez que nao se verificam alteracées
significativas para as células ndo tumorais. Assim, esta combinagdo torna-se muito
interessante a nivel terapéutico, podendo aumentar a eficacia e seletividade do tratamento.

Concluindo, a combinagdo mais promissora com a PDT-redaporfin € com uma dose
de 10 uM de 3BP, uma vez que hd uma diferenga marcada na eficacia e é também seletivo
para as ceélulas tumorais, sendo que sera a combinacao escolhida para os estudos que se

seguirao.
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1.1. Perspetivas Futuras:

As perspetivas futuras deste trabalho passam por realizar estudos que permitam
avaliar os diversos parametros que estdo envolvidos na inibicdo da gliclise e suas
consequéncias, nomeadamente os niveis de ATP, ROS ou proteinas relacionadas com a
apoptose.

O conceito de indice de combinacéo foi estudado por Chou e Talalay, e consiste na
utilizacdo de uma férmula matematica que, através de diversos parametros sobre os
farmacos utilizados na combinacgdo, permite avaliar se estamos na presenca de um
sinergismo ou apenas de uma adicdo. Durante este estudo nédo foram avaliados todos os
parametros necessarios para o célculo deste indice pois o0 objetivo principal era encontrar
uma combinac¢do promissora. Agora que foi encontrada uma boa combinacédo entre PDT-
redaporfin e 3BP, € necessério obter os parametros em falta para esta combinacdo de
forma a demonstrar se a combinacao se trata de um sinergismo ou de uma adigéo.

Para além disso, é necessario avaliar as combinagfes mais promissoras in vivo,
permitindo analisar com maior pormenor a seletividade para as células tumorais no
microambiente do tumor, potenciando ainda mais a terapia fotodindmica. Neste trabalho, a
combinagdo mais promissora mostrou ser entre PDT-redaporfin e 3BP, por isso, no
trabalho futuro, podera realizar-se um estudo com murganhos imunocompetentes com
inoculag&o de tumores de CT26 e um escalonamento da dose de 3BP, para analisar as

melhorias na terapia fotodinamica.
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Material Suplementar

Redaporfin

Tabela 1: Média e erro padrao da média para os valores de citotoxicidade da redaporfin
para cada linha celular.

Erro padréo Erro padréo da

da média média
25 100,4 4,844 99,20 1,960
50 109,1 2,192 97,88 1,046
75 100,9 6,429 95,45 2,260
100 100,8 7,750 96,06 1,715
150 103,4 7,197 97,51 1,247
200 95,54 11,11 86,68 8,136
250 95,61 6,587 96,95 0,824
300 97,81 6,152 100,6 1,855
400 96,19 6,321 98,93 3,019

71



Tabela 2: Média e erro padrdo da média para os valores de fototoxicidade da redaporfin
para cada linha celular.

Erro padréo Erro padréo da

da média média
25 89,15 4,019 94,66 2,126
50 74,89 4,700 88,08 4,229
75 52,58 7,193 89,00 4,947
100 31,82 3,382 77,90 5,449
150 14,99 0,314 64,34 9,639
200 3,140 0,805 29,38 8,764
250 2,261 0,317 30,52 7,759
300 1,455 0,398 26,52 8,701
400 1,069 0,245 13,61 4,774
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2-Deoxiglucose

Tabela 3: Média e erro padrao da média para os valores de citotoxicidade do inibidor 2DG
com incubacao de 24 h para cada linha celular.

Média S0 DEE Média S0 DEEIEE
da média da média
0,1 97,89 2,015 94,38 2,683
0,2 95,83 2,591 92,38 1,574
0,5 84,01 4,702 80,92 1,457
1 75,26 2,240 73,49 6,767
2 70,32 5,764 68,75 4,875
3 64,78 6,361 59,57 5,584
4 61,03 6,364 53,68 4,312

Tabela 4: Média e erro padrao da média para os valores de citotoxicidade do inibidor 2DG
com incubacéo de 48 h para cada linha celular.

Média =i gl Média Sl peelice
da média da média
0,1 96,16 7,981 95,02 1,498
0,2 97,97 8,422 92,25 1,384
0,5 82,17 5,937 84,17 5,105
1 63,10 3,620 70,84 6,044
2 35,33 3,275 64,77 2,327
3 27,92 3,349 53,58 1,493
4 23,71 3,363 44,98 0,599

Tabela 5: Média e erro padrdo da média para os valores da combinacdo entre PDT-
redaporfin e 2DG com incubacao de 24 h antes da irradiagdo para cada linha celular.

Erro padréo Erro padréo
da média da média
2DG (100 pMm) 106,0 1,968 97,31 2,977
2DG (200 pMm) 103,0 4,981 96,06 1,365
2DG (500 pm) 103,9 5,600 96,41 2,654
RP 27,18 1,576 60,68 3,531
RP + 100 uM 24,65 1,586 55,06 2,116
RP + 200 uM 22,60 1,291 53,60 3,006
RP + 500 uM 18,47 2,116 47,33 3,582
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Tabela 6: Média e erro padrdo da média para os valores da combinacdo entre PDT-
redaporfin e 2DG com incubacao de 24 h antes da irradiacéo e 24 h apés a irradiacédo para
cada linha celular.

Media | O Padrao Média Erro padréda
a média da média
2DG (100 pM) 106,3 4,029 102,4 3,285
2DG (200 pM) 108,0 2,122 105,4 3,930
2DG (500 pM) 107,2 6,113 105,2 4,097
RP 36,74 2,586 64,19 4,952
RP + 100 uM 30,16 2,584 59,82 3,964
RP + 200 uM 27,36 1,098 57,28 3,571
RP + 500 uM 22,68 0,670 48,08 1,993

Tabela 7: Média e erro padrdo da média para os valores da combinagcdo entre PDT-
redaporfin e 2DG com incubacado de 48 h antes da irradiacdo para cada linha celular.

Erro padréao Erro padréo da

da média média

2DG (100 pm) 93,40 3,666 96,59 1,575
2DG (200 pm) 94,08 3,374 93,39 1,591
2DG (500 pM) 91,28 5,271 88,98 1,610
RP 36,15 12,39 48,81 6,077

RP + 100 uM 34,63 12,27 40,22 6,670
RP + 200 uM 34,27 10,75 41,16 4,327
RP + 500 uM 26,57 9,910 38,49 3,307
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3-Bromopiruvato

Tabela 8: Média e erro padrdo da média para os valores de citotoxicidade do inibidor 3BP
com incubacao de 24 h para cada linha celular.

Média Ego pa}dréo Média Erro pe}d(éo da

a média meédia
2,5 100,4 2,034 99,20 1,582
5 102,0 1,689 100,2 1,157
10 105,4 1,378 95,74 2,213
15 101,9 3,561 84,99 4,380
20 106,0 2,343 78,86 5,742
25 102,1 2,441 74,67 6,064
35 91,06 1,968 65,24 3,170
40 90,56 3,869 61,68 8,782
50 79,54 4,202 55,74 3,759

Tabela 9: Média e erro padrdo da média para os valores de citotoxicidade do inibidor 3BP
com incubacéo de 48 h para cada linha celular.

Erro padréo Erro padréo da

da média meédia
2,5 100,6 2,975 97,98 5,879
5 107,5 5,015 99,02 4,892
10 104,4 2,658 96,96 1,443
15 99,36 4,206 84,40 2,422
20 103,2 2,615 75,37 9,256
25 93,21 6,088 64,34 7,724
35 80,04 7,925 50,65 6,077
40 78,26 25,40 37,98 10,59
50 58,79 27,46 25,07 0,422
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Tabela 10: Média e erro padrdo da média para os valores da combinagéo entre PDT-
redaporfin e 3BP com incubacéo de 24 h antes da irradiacdo para cada linha celular.

Média E(rjro pa}dféo Média Erro pe}dréo da
a média media
3BP (2,5 uM) 104,3 1,261 97,71 1,616
3BP (5 uM) 106,0 1,716 100,5 2,101
3BP (10 uM) 107,2 2,565 97,38 5,501
RP 22,74 9,742 46,59 9,762
RP + 2,5 uM 15,62 6,539 46,83 9,603
RP + 5 uM 20,72 7,509 47,19 9,877
RP + 10 uM 15,81 5,907 44,22 7,663

Tabela 11: Média e erro padréo da média para os valores da combinagéo entre PDT-
redaporfin e 3BP com incubacéo de 24 h antes da irradiacéo e 24 h apos a irradiagéo para
cada linha celular.

Média E(rjro pe}d_réo Média Erro pa}dféo da
a média media
3BP (2,5 uM) 97,37 1,693 97,71 1,616
3BP (5 uM) 100,8 1,512 100,5 2,101
3BP (10 uM) 104,8 0,3796 97,38 5,501
RP 39,04 9,777 46,59 9,762
RP + 2,5 uM 38,78 12,92 46,83 9,603
RP +5 uM 40,66 9,366 47,19 9,877
RP + 10 uM 39,26 14,14 44,22 7,663

Tabela 12: Média e erro padrdo da média para os valores da combinagéo entre PDT-
redaporfin e 2DG com incubacéo de 48 h antes da irradiagdo para cada linha celular.

Erro padréo Erro padréo da
da média meédia
3BP (2,5 M) 86,36 2,408 98,26 1,451
3BP (5 uM) 82,62 2,619 96,21 3,606
3BP (10 uM) 88,31 3,623 98,30 4,677
RP 18,61 5,138 66,56 5,467
RP + 2,5 uM 17,26 8,007 49,17 6,256
RP + 5 uM 15,88 6,775 49,60 7,375
RP + 10 uM 14,44 6,373 46,64 4,078
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Oxitiamina

Tabela 13: Média e erro padrao da média para os valores de citotoxicidade do inibidor OXY
com incubacao de 24 h para cada linha celular.

weda | Eopedo | yage | Eropadiods
1 104,4 3,670 101,7 1,577
2 101,7 2,683 99,15 2,044
3 100,6 4,287 100,2 0,456
4 100,1 4,884 104,8 3,125
5 100,5 4,967 101,6 1,493
6 94,65 3,063 99,84 2,077

Tabela 14: Média e erro padrdo da média para os valores de citotoxicidade do inibidor OXY
com incubacéo de 48 h para cada linha celular.

o Erro padréo o Erro padrédo da

il da média IS média
1 108,7 3,964 96,51 1,687
2 106,4 2,282 91,72 2,698
3 108,3 4,059 88,96 0,838
4 103,2 2,433 91,23 3,471
5 106,4 1,489 91,02 1,145
6 93,07 7,491 88,77 3,411

Tabela 15: Média e erro padrdo da média para os valores da combinacédo entre PDT-
redaporfin e OXY com incubagéo de 24 h antes da irradiacdo para cada linha celular.

Egr?nédpi):drao Média rI?]r(_ggiapadrao da
OXY (1 mM) 99,06 1,221 98,52 0,721
OXY (2 mM) 103,3 1,594 98,48 0,869
OXY (3 mM) 108,4 5,107 100,6 2,036
RP 33,54 10,33 65,13 4,604
RP + 1 mM 30,58 5,479 56,31 4,568
RP + 2 mM 26,04 5,535 54,72 4,096
RP + 3 mM 22,03 4,689 50,05 1,768
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Tabela 16: Média e erro padrdo da média para os valores da combinagéo entre PDT-
redaporfin e OXY com incubacgéo de 24 h antes da irradiacéo e 24 h apés a irradiagéo para
cada linha celular.

weda | EfoPaEo | yeqa | Eopadinda

OXY (1 mM) 101,2 1,150 93,90 2,302
OXY (2 mM) 103,4 3,193 98,73 4,200
OXY (3 mM) 105,0 5,117 95,85 1,256

RP 41,33 12,64 62,55 3,947
RP +1mM 38,24 9,842 60,58 3,430
RP + 2 mM 35,38 12,22 54,36 3,309
RP + 3 mM 29,41 12,59 53,74 3,780

Tabela 17: Média e erro padrdo da média para os valores da combinacéo entre PDT-
redaporfin e 2DG com incubacado de 48 h antes da irradiacdo para cada linha celular.

Erro padréo Erro padréao da

da média média

OXY (1 mM) 90,86 9,000 102,7 5,051
OXY (2 mM) 88,62 7,145 100,6 5,965
OXY (3 mM) 88,94 14,46 104,0 4,881
RP 36,75 19,27 47,19 12,79

RP +1mM 35,96 21,97 46,62 10,01
RP + 2 mM 31,89 19,13 45,37 10,24
RP + 3 mM 28,58 16,98 44,66 10,01
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