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Resumo

A Terapia Fotodindmica (PDT) é uma estratégia terapéutica que conjuga a
administracdo de um farmaco fotossensibilizador (PS), seguida da irradiacédo do tecido
alvo com luz de comprimento de onda apropriado. A conjugacédo da luz com o PS na
presenca de oxigénio molecular leva a formacao de espécies reativas de oxigénio que
conduzem a destrui¢do seletiva do tecido alvo.

Nesta dissertacdo é apresentado um novo fotossensibilizador (LUZ10) solavel
em meios biolégicos, para tratamento oncoldgico, percorrendo o caminho da Quimica
Medicinal desde a sintese e caracterizacdo, passando por estudos in vitro de toxicidade
e eficacia e terminando com ensaios in vivo com murganhos BALB/c e ratos Wistar. A
sintese tem em conta um futuro scale-up e é realizada de forma gerar o produto de
interesse com pureza suficiente para a realizacdo dos ensaios subsequentes. Os
estudos quimico-fisicos permitiram caraterizar o farmaco e avaliar 0 seu potencial como
fotossensibilizador, tendo nestes sido estudada a absortividade no infravermelho, a
absorcéo e o tempo de vida do estado tripleto, e os rendimentos quanticos de oxigénio
singuleto, de fluorescéncia e de fotodegradacéo. Os estudos in vitro foram realizados
na linha celular CT26 (fibroblastos de carcinoma de colon de murganho), onde se
estudou a eficicia da molécula comparando a dose letal na presenca e na auséncia de
luz de excitacdo. Por dltimo, nos estudos in vivo, foi realizado um ensaio com
escalonamento de doses de PS, com a finalidade de encontrar a dose terapéutica que
elimina o tecido tumoral na totalidade, também foram realizados estudos de
biodistribuicdo e de farmacocinética para compreender a localizacdo da molécula no
corpo ao longo do tempo e, em particular para obter parametros farmacocinéticos como
a concentracao plasmatica maxima e o tempo de eliminacao. Por fim foi estudado o
principal efeito secundério deste tipo de tratamento num estudo de fotossensibilidade
da pele.

Em suma, a LUZ10 apresenta uma sintese e purificacdo simples, boas
propriedades fotofisicas, nos estudos in vitro, e nos estudos in vivo, 0 que prova a sua
aplicacdo como fotossensibilizador na terapia fotodinaAmica vascular. Para além disto
apresenta a mais valia de exibir uma maior biocompatibilidade com os veiculos de
administracao comparativamente com outras moléculas da mesma classe. Isto permite
prescindir da utilizacdo de agentes solubilizadores na formulacdo do PS, os quais estdo

por vezes associados a efeitos secundarios indesejados.






Abstract

Photodynamic Therapy (PDT) is a therapeutic strategy that combines the
administration of a photosensitizer drug (PS), followed by irradiation of the target tissue
with light of appropriate wavelength. The combination of light and PS in the presence of
molecular oxygen leads to the production of reactive oxygen species (ROS) which in turn
lead to selective destruction of the target tissue.

This thesis presents the study of a new photosensitizer (LUZ10) soluble in
biological media, for the oncologic treatment, from the synthesis and characterization,
through the in vitro studies of toxicity and efficacy in cell culture, to the in vivo studies
with BABL/c mice and Wistar rats. The synthesis takes into account a future scale-up
and follows a strategy that gives the product of interest with enough purity and quantity
for the completion of the subsequent studies. The chemical and photophysical studies
enabled the drug characterization and the evaluation of its potential as a photosensitizer.
They include the absorptivity in the infrared, the absorption and the lifetime of the triplet
state, and the singlet oxygen, fluorescence, and photodegradation quantum yields. The
in vitro studies were performed in the CT26 cell line (Mus musculus colon carcinoma),
where the efficacy was studied comparing the lethal dose in the presence and absence
of excitation light. The in vivo studies, was performed an assay with dose of PS
escalation, in order to find the therapeutic dose that eliminates all the tumor tissue.
Moreover, in addition a biodistribution and pharmacokinetics study was carried out to
understand the localization of the molecule over the time and to obtain some
pharmacokinetics parameters like the maximum serum concentration and the elimination
half-life times. Finally, knowing that the main side effect of this type of treatment is skin
photosensitivity, a study of skin photosensitivity in rats was also conducted.

In conclusion, LUZ10 has a simple synthesis and purification, good
photophysical, in vitro and in vivo properties which proves its application as a
photosensitizer in vascular photodynamic therapy. In addition, this molecule has a better
biocompatibility with the delivery vehicles than other molecules of the same class, which
leads to simpler formulation, without solubilizing agents, that often are associated with

undesired side effects.
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Nomenclatura

O primeiro sistema de nomenclatura desenvolvido para macrociclos
tetrapirrélicos, designa-se por nomenclatura de Fisher! e baseia-se principalmente na
utilizacdo de nomes triviais combinado com um sistema de numeragao. A figura la,
representa a numeracdo de Fisher! para porfirinas. Segundo este autor, o macrociclo
tetrapirrolico conjugado toma o nome de porfirina, denominando os carbonos periféricos
dos anéis pirrélicos por posicdes B e as pontes metilénicas por posicbes meso. As
posi¢des B pirrdlicas sdo numeradas de 1 a 8 e as posi¢cdes meso sédo designadas pelas
letras gregas a, 3, e y.

Este sistema rapidamente se tornou insuficiente devido ao grande crescimento
da quimica de porfirinas, levando ao aparecimento de um novo sistema de nomenclatura
sistematica regulamentada pela IUPAC?. Neste sistema os carbonos sdo numerados de

1 a 20 e os azotos pirrélicos de 21 a 24 (figura Ib).

p
\t 2 o 3 3, 8 o1
1 4 2 8
meso —/—> ¥ B 20 10

7 8 6 17 16 15

a b

14 13

Figura I- Numeracao de macrociclos tetrapirrdlicos segundo Fisher (a) e a IUPAC (b).

As porfirinas reduzidas mais comuns sdo designadas por 2,3-di-hidroporfirinas e
7,8,17,18-tetra-hidroporfirinas. As 2,3-di-hidroporfirinas apresentam o0s carbonos
saturados num dos anéis pirrélicos, sendo muitas vezes utilizado o nome trivial de
clorina (figura lla). As 7,8,17,18-tetra-hidroporfirinas possuem mais uma saturagéo, em
gue os carbonos saturados se encontram em duas unidades pirrélicas diametralmente
opostas, sendo normalmente designadas pelo nome trivial de bacterioclorinas (figura
lIb).
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Figura II- Estruturas de macrociclos tetrapirrélicos reduzidos: clorina (a) e bacterioclorina (b).

Por uma questdo de simplicidade, nesta dissertacdo adotaram-se as duas
nomenclaturas. As porfirinas substituidas serdo numeradas segundo as recomendacdes
da IUPAC. No entanto, sera também utilizada a nomenclatura de Fisher para referenciar
atomos do macrociclo tetrapirrdlico segundo a posicdo onde se encontram,
nomeadamente B-pirrélica ou meso e para designar os derivados hidroporfirinicos:

clorina e bacterioclorina.

Q) Fischer, H.; Orth, H. Die Chemie des Pyrrols; Akad. Verlagsges, Leipzig, 1934; Vol. 1.
(2) IUPAC. Pure Appl. Chem. 1987, 59 (6), 779-832.
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1.1 Cancro

A propagacéao, crescimento e diferenciagéo celulares s&o processos essenciais
para o desenvolvimento de tecidos, os quais se agrupam levando a formacao de 6rgaos.
Estes por sua vez interligam-se culminando com a gerac¢ao do organismo. O problema
surge quando o crescimento e propagacdo de células ocorre de forma desregulada,
gerando assim uma situacao patolégica.

Esta situacdo patolégica designa-se por cancro, termo genérico para um grande
grupo de doencas que € caracterizado pelo crescimento e propagacéao de células com
homeostasia desregulada. Estas células anormais apresentam defeitos nas vias de
sinalizagcéo reguladoras, e se o crescimento e propaga¢do ndo forem controlados vao
levar a invasao de tecidos adjacentes e/ou outras partes do corpo, terminando em Gltima
instancia com a morte do doente.

O cancro é causado por uma combinacdo de fatores internos, tais como
mutacdes genéticas hereditarias, hormonas e condi¢cdes imunitérias, e de fatores
externos, tais como o tabaco, excesso de consumo de alcool, organismos infeciosos,
dieta pobre, sedentarismo, entre outros. Estes fatores podem atuar em conjunto ou
sequencialmente culminando com a formacgéo desta doenca. O efeito da exposi¢cdo do
organismo ao fator externo nao € imediato, sendo que muitas vezes a detecao do cancro
s6 ocorre dez ou mais anos apdés o momento da exposi¢do ao factor.23

Esta doenca é um dos principais problemas de saude publica atual, sendo a
segunda maior causa de morte a nivel mundial, s6 superado pelas doencas
cardiovasculares. Em 2012 surgiram 14,1 milhdes de novos casos e cerca de 8,2
milhGes de mortes associadas a esta patologia a nivel mundial.® Por outro lado, ao nivel
nacional a incidéncia foi de 444,5 casos de tumores malignos (no ano de 2010) e a taxa
de mortalidade de 251,6 (no ano de 2014), ambos por cada 100 000 habitantes.*®

Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento crescente da incidéncia do
cancro, 0 que estd associado a uma esperanca média de vida cada vez maior, ao
crescimento da populacdo e também a adocéo de estilos de vida e habitos conhecidos
pelo aumento do risco do surgimento desta patologia. Prevé-se que a incidéncia desta
patologia continue a aumentar, estimando-se que em 2030 ocorram 21,7 milhdes de

novos casos e 13 milh6es de mortes no mundo, associados ao cancro.34567

1.1.1 Carateristicas do Cancro

Apesar da grande variabilidade existente entre células de diferentes tipos de

tumores e até entre células na mesma massa tumoral, todas sdo genericamente
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caracterizadas por apresentarem alteracdes nas vias de sinalizagdo que regulam a
proliferacdo e homeostasia celular.

Estas alteracbes podem ser resumidas em dez carateristicas comuns a maioria
dos tumores, as quais sdo adquiridas durante o tumorigénese e sao responsaveis pela
conversao de células normais em células cancerigenas. Estas carateristicas sao:
autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade para sinais de inibicdo do
crescimento, resisténcia a mecanismos de morte celular, potencial de replicagéo
ilimitado, angiogénese sustentada, capacidade de invasdo de tecidos e geracdo de
metastases e, mais recentemente descobertas, instabilidade do genoma e mutagoes,
reprogramacao do metabolismo energético, inflamag&o promotora de tumor e evasédo a

destruicdo por parte do sistema imunitario.®®

Autossuficiéncia em Insensibilidade a sinais de
sinais de crescimento inibicdo de crescimento

Reprogramacao do Evasio a destruicao
metabolismo energético imunitaria

Resisténcia 2 morte e \ Potencial de replicacio

celular G 2. ® ilimitado

Instabilidade do Inflamacdo promotora
genoma e mutagoes do tumor

Angiogénese “apacidade de invasio
glog
sustentada e geracao de metastases

P

Figura 1.1- Caracteristicas comuns & maioria dos tipos de cancros. Imagem adaptada de °.

De seguida sdo abordadas as carateristicas do cancro que se relacionam mais

intimamente com os estudos abordados nesta dissertacao.

e Evasdo a morte celular

A capacidade das populacdes de célula tumorais se expandirem em numero é
determinada nédo s6 pelo grau de proliferacédo celular, mas também pela taxa de morte
celular programada — apoptose — a qual age como uma barreira natural para o
desenvolvimento do tumor.1%1!
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A apoptose, inicia uma variedade de sinais fisiol6gicos tais como elevados niveis
de sinalizacdo de oncogenes e danos no ADN, consistindo numa sequéncia de
passos.1%12 Em primeiro lugar a célula apoptética contrai-se e passa a apresentar uma
forma arredondada, posteriormente surgem protuberancias circulares na sua membrana
plasmética, as quais acabam por crescer e se separar da célula, criando assim os
corpos apoptéticos. Por fim, todos os detritos celulares sédo fagocitados pelas células
vizinhas e acabam por ser destruidos.?

A resisténcia a apoptose é uma caracteristica comum a maioria e provavelmente
a todos os tipos de cancro, a qual pode ser adquirida por varias estratégias. Esta
resisténcia surge quando existe uma alteragdo no balango entre os sinais reguladores
proé-apoptoéticos e os sinais de sobrevivéncia ou reguladores anti-apoptéticos, com

diminuicdo dos primeiros e/ou aumento dos segundos.*°

e Angiogénese sustentada

A vasculatura é essencial para a sobrevivéncia e fungéo celular, de qualquer
célula, pois é através desta que sdo fornecidos os nutrientes e oxigénio, e também é
para esta que as células libertam produtos metabdlicos e diéxido de carbono
provenientes do seu metabolismo. Esta necessidade for¢a todas as células a se
encontrem préximas de um capilar sanguineo.*

O processo de crescimento de novos vasos sanguineos num tecido ja formado
— angiogénese - é um processo transitério e rigorosamente regulado. O controlo da
angiogénese surge de um balango de sinais positivos e negativos, que promovem ou
inibem o crescimento de novos vasos sanguineos.

Numa fase inicial do processo de progressdo do tumor, ocorre a proliferagéo
aberrante de células sem a capacidade de estimular o crescimento de novos vasos
sanguineos, o que limita a capacidade de expansao destas. Assim, de forma a progredir
para tumores macroscopicos, as pequenas neoplasias tém de adquirir a capacidade
angiogénica, ou seja, tém de alterar o balanco de indutores vs inibidores da angiogénese

em prélogo dos indutores. 16

e Evasdo a destruicdo imunitéria

A teoria da imunovigilancia prop8de que as células e tecidos sdo constantemente
monitorizados por um sistema imunitério, que € responsavel pelo reconhecimento e

eliminag&do da maioria das pequenas neoplasias. Assim sendo, tumores desenvolvidos
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tiveram de alguma forma conseguir evitar a dete¢do por parte do sistema imunitario ou
limitar a extensdo da morte imunolégica, e assim escapar a eliminagéo total.t’

As células cancerigenas altamente imunolégicas conseguem evadir a destrui¢ao
imunitéria através de varios mecanismos, que podem ser divididos em trés classes: falta
de reconhecimento do antigénio tumoral mediado por alteracbes tanto no tumor como
nas ceélulas efetoras, resisténcia a morte celular e, inducéo de tolerancia imunoldgica,
particularmente, através de fatores imunossupressivos secretados pelas células
tumorais.’® Um exemplo desta Ultima classe, consiste na secrecdo de fatores
imunossupressivos ou no recrutamento de células inflamatérias imunossupressivas, as
guais agem suprimindo os linfécitos citotdxicos. Para além destes mecanismos, as
células do microambiente tumoral também podem secretar fatores imunossupressivos,

protegendo o tumor da destruicdo imunitaria. 1°2°

1.1.2 Terapias para o cancro

Atualmente existem varios tipos de tratamento para o cancro, sendo 0s mais
convencionais a cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, imunoterapia e
a terapia direcionada. A cirurgia é um procedimento no qual o cirurgido remove a
totalidade ou parte do tumor. A quimioterapia é um tipo de tratamento que utiliza
farmacos que agem parando ou atrasando o crescimento celular, que atua
principalmente nas células cancerigenas porque estas sao as que tém o metabolismo
mais acelerado e que mais proliferam. A radioterapia € um tipo de tratamento no qual
sdo utilizadas elevadas doses de radiacédo de forma a curar ou diminuir tumores em fase
inicial, impedir reaparecimento tumoral, ou tratar sintomas aquando da metastizagédo
tumoral. A terapia hormonal é um tipo de tratamento que retarda ou para o crescimento
de certos tipos de cancros os quais estdo dependentes de hormonas para crescer. A
imunoterapia € um tipo de terapia que atua por capacitar 0 sistema imunitario para
combater o cancro. A terapia direcionada é um tipo de tratamento que utiliza farmacos
direcionados para as alteracdes carateristicas das células cancerigenas, normalmente,
as carateristicas que permitem o seu crescimento, proliferacdo e propagacdo. Estes
tipos de tratamento sdo comummente combinados de modo a que a taxa de sucesso da
terapia seja superior.?22

Para além destas metodologias de terapia, outras tém sido cada vez mais
reconhecidas e utilizadas, sozinhas ou em combinacéo, por se apresentarem vantajosas

em certos tipos de cancro, como é o caso da terapia fotodinamica.??
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1.2  Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica (PDT) é uma estratégia promissora no tratamento de
doencas neoplasicas e ndo neoplasicas. Esta terapia tem por base trés elementos
essenciais: um farmaco fotossensibilizador (PS), luz num comprimento de onda
especifico e oxigénio molecular.?#?> Nenhum destes elementos, individualmente, é
téxico, mas quando o fotossensibilizador é ativado pela exposicdo a luz transfere
energia ou um eletrdo para o oxigénio molecular, terminando com a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) citotdxicas. Estas espécies, por sua vez, levam a
morte celular necrética ou apoptotica.?®

A PDT pode ser considerado um processo de dois passos. O primeiro passo
consiste na administragcdo do PS, que absorve luz num comprimento de onda especifico.
Posteriormente, ap6s um intervalo de tempo entre a administracdo do farmaco e a

irradiacdo com a luz (DLI), o tecido alvo é irradiado. Culminando com a destruicdo da

f 3)
&

massa tumoral (figura 1.2).%’

1) 2)

4)

Figura 1.2- Sequéncia de passos do processo de PDT. O paciente com o tumor (1) recebe o
fotossensibilizador através de administragéo intravenosa (2), o qual é seletivo para o tumor e acumula-se
neste. Posteriormente ocorre a irradiagéo do local do tumor (3), que gera ROS que induzem a destruigédo

do tumor (4).

1.2.1 Fotofisica

O processo fotofisico que ocorre durante a terapia fotodinamica esta ilustrado na
figura 1.3.282° Um fotossensibilizador no estado fundamental (So) é caraterizado por
apresentar todos os eletrées emparelhados (estado singuleto) a preencher as orbitais
de menor energia. Aquando da absorcdo de um quantum de luz num comprimento de
onda apropriado (1), um destes eletrbes passa para uma orbital de energia superior sem
variar o seu spin, ou seja, o fotossensibilizador é excitado para um estado singuleto
excitado (Sn). Dependendo da energia transferida a transicdo ocorre para o estado
singuleto excitado S, (com n=1, 2, 3, ...). Deste estado singuleto excitado decai de forma

ndo radiativa (2), num processo de conversao interna, formando o primeiro estado
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singuleto excitado (S1), obedecendo a regra de Kasha.* A partir deste estado energético
o fotossensibilizador pode voltar para o estado fundamental (So) emitindo a energia
absorvida na forma de fluorescéncia (3) ou por dissipacdo de calor, num processo de

conversao interna (4).

e [H]

ﬁ] — Radicais

Espécies
3 4 10, Citotoxicas
30,

Figura 1.3- Diagrama de Jablonski modificado. Processos fotoquimicos: 1. absorg&o; 2. conversdo

SO_

interna; 3. fluorescéncia; 4. converséo interna; 5. cruzamento intersistemas; 6. fosforescéncia; 7.
formacé&o de oxigénio singuleto (reag6es do tipo 1) pela transferéncia de energia do fotossensibilizador
para o oxigénio molecular; 8. Rea¢des do tipo | por transferéncia de um eletréo.

Alternativamente, o fotossensibilizador no estado excitado Si pode sofrer um
processo de cruzamento intersistemas (ISC) (5), através do qual o spin do eletrao
excitado é invertido formando um estado tripleto excitado (T1), com um tempo de vida
relativamente longo. O fotossensibilizador no estado tripleto (T1) pode voltar ao estado
fundamental (So) através de um processo de cruzamento intersistemas com a emissao
de fosforescéncia (6), ou se este estado apresentar um tempo de vida suficientemente
longo pode participar em reagdes quimicas com o oxigénio molecular (7 e 8) levando a
formacdo de espécies reativas de oxigénio. O tempo de vida relativamente longo do
estado tripleto excitado (T1) é explicado pelo facto de que a perda de energia por
emissao de luz (fosforescéncia) ser um processo proibido por spin, uma vez que, 0
fotossensibilizador passa diretamente de um estado tripleto para um estado
singuleto.?8:29:31

Uma vez que, no final dos processos, tanto por emisséo de fosforescéncia como
participando em reacfes quimicas, o fotossensibilizador volta para o estado
fundamental (So), este pode entrar em varios ciclos de formacdo de intermediarios
reativos. Contudo, eventualmente, o fotossensibilizador é degradado pela luz, ou seja,

sofre fotodegradagéo.??
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1.2.2 Fotoquimica

O fotossensibilizador no estado excitado tripleto (T1) pode sofrer dois tipos de
reacdes quimicas (figura 1.4).® As reacges do tipo | (8 da figura 1.3) consistem num
processo de transferéncia de eletrdo entre o fotossensibilizador e um substrato, por
exemplo uma biomolécula, a membrana celular ou o oxigénio molecular, formando i6es
radicais. Estes ides radicais podem posteriormente reagir com o oxigénio e produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais sdo citotoxicas.®* Este tipo de reacdes
frequentemente envolvem a producéo inicial do anido radical superéxido (O."), através
da transferéncia de um eletrdo para o oxigénio molecular (O2).% O radical superdxido
nao é particularmente reativo em sistemas biolégicos e néo causa, por si s, elevado
dano oxidativo, mas pode sofrer “dismutacdo”, catalisada pela enzima superéxido
dismutase (SOD), e produzir peréxido de hidrogénio (H20).

O peroxido de hidrogénio consegue com facilidade passar através das
membranas biolégicas. Uma vez que este ndo € restrito a um compartimento celular,
consegue produzir dano celular em varios compartimentos, 0 que o torna importante
como espécie reativa.*® O peroéxido de hidrogénio, em concentracdes elevada, consegue
reagir com o radical superoxido para formar o radical hidroxilo (HO") (reagéo de Haber-
Weiss).*’

Outra forma de gerar o radical hidroxilo passa pela reacdo de Fenton. Nesta
reacdo o radical superoxido atua como um agente redutor, doando um eletrdo de forma
a reduzir ides metalicos (por exemplo, ferro no estado Fe®*). Por sua vez, estes ides
metalicos na forma reduzida (por exemplo, ferro no estado Fe?*) catalisam a quebra da
ligacao oxigénio-oxigénio do perdxido de hidrogénio produzindo assim o radical hidroxilo
(HO"). Em alternativa, o radical superéxido pode também reagir com o radical hidroxilo
para formar o oxigénio singuleto (*Oz), ou como 6xido nitrico (NO") para produzir o
perdéxinitrito (OONO") que sdo duas moléculas oxidativas muito reativas.3®

O radical hidroxilo (HO") é muito reativo e, tal como o peréxido de hidrogénio,
consegue difundir com facilidade através de membrana, sendo a sua agéo
principalmente limitada pelo curto tempo de vida. Este radical ao reagir com um
substrato organico, torna-o num radical que, posteriormente, pode reagir com outras
moléculas numa reagdo em cadeia. Por exemplo, pode criar uma rea¢do em cadeia que
termina com a reagdo de um substrato com o oxigénio no estado fundamental para
produzir radicais peroxilos (ROO"). O radical peroxilo, por sua vez, também é altamente
reativo, e pode reagir com outros substratos organicos na rea¢do em cadeia. Este tipo

de reacdes em cadeia sdo comuns no dano oxidativo de &cidos gordos e outros lipidos,
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e demonstra porque € que os radicais, como o radical hidroxilo, conseguem causar mais
dano do que o que seria espectavel.®!

Alternativamente, a reacdo do tipo Il (7 na figura 1.3) consiste na transferéncia
de energia diretamente do fotossensibilizador no estado tripleto para o oxigénio
molecular (30.). Este processo produz o primeiro estado singuleto excitado do oxigénio
(*O>), ou seja, o oxigénio singuleto, pela inversdo do spin de um dos eletrdes mais
externos do oxigénio. O oxigénio singuleto (*O2) é uma poderosa espécie reativa de
oxigénio citotoxica e tem sido considerado como o principal mediador de fototoxicidade

da terapia fotodinamica.

Reacgdes fotoquimicas primarias Reagbes fotoquimicassecundarias

3PS + Substrato — Substrato™* + PS™* 0,%+0," soD H,0,
= 3PS + 30, —PS*" + 0, .
Reat_;oes . . 2 ) 27. 0, +H,0, R. Haber-Weiss O, + OH- +OH"
do tipo|l PS + 3PS ——» PS** + PS ——
PS*+30,—»PS+0," 0, +Fe(lll) —""" 0, +Fe(ll)
Reacdes { R. Fenton
3PS +30, — »PS+1 Fe(ll) + H,0 Fe(lll) + OH- + OH*
do tipo Il PS5 +°0, PS +10, e(ll) + H,0, e(in)

N 7

Reacdes citotoxicas

OH*

10,* . Oxidagdode

H.0, Substratos | pang oxidativo
0, 0, na célula

Substrato** ¥.

Figura 1.4- Visdo geral das rea¢des fotoquimicas que ocorrem durante a terapia fotodinamica.
Adaptado de .

Ambas as reacdes do tipo | e do tipo Il podem ocorrer ao mesmo tempo, sendo
gue a razdo entre estes processos depende do tipo de fotossensibilizador utilizado e
das concentragbes de substrato e oxigénio. As ROS em conjunto com 0 Oxigénio
singuleto, maioritariamente produzido pelas rea¢des do tipo Il, sdo agentes oxidantes
que conseguem reagir diretamente com muitas moléculas biolégicas. Os principais
alvos das ROS sdo certos aminoacidos de proteinas,*° lipidos insaturados, colesterol,
fosfolipidos*! e o ADN tanto ao nivel das bases nucleicas como ao nivel da ligacéo entre
acucares®. Devido a elevada reatividade e ao curto tempo de vida das espécies reativas
de oxigénio, s6 os organelos que estdo proximos da zona de producéo destas espécies
(&reas de localizacdo do fotossensibilizador) € que sdo diretamente afetados pela
terapia fotodindmica. Apesar de o tempo de vida ser generalizadamente curto para as
ROS, cada espécie tem um tempo de vida que equivale a um raio de agao especifico.
O radical hidroxilo e o oxigénio singuleto sdo dois exemplos destas espécies, que

apresentam tempos de vida nas células de 1 ns e 3 s, 0 que limita os raios de acao a

10
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1 nm e 150 nm.*?4344 Por esta razdo, apesar de ambas as espécies serem altamente
reativas, o menor tempo de vida do OH' vai limitar o seu raio de dano oxidativo,
comparativamente ao oxigénio singuleto, que consegue oxidar os varios organelos da
célula e mesmo causar dano no compartimento extracelular.*®

Como consequéncia da PDT as células normalmente morrem por necrose, que
consiste numa morte celular degenerativa que resulta do dano celular extenso, ou por
apoptose, que é um mecanismo de morte geneticamente programado utilizado pelas

células tanto em condiges fisioldgicas como patoldgicas.?44647

1.2.3 Mecanismos de agao

Existem trés mecanismos de acdo da PDT que contribuem para a destruicdo do
tecido tumoral. Durante a reagéo fotodinAmica, as espécies reativas de oxigénio vao
danificar quaisquer estruturas que estejam ao seu alcango, assim, dependendo da
localizagdo do fotossensibilizador, vai levar a diferentes mecanismos de agédo. O
primeiro mecanismo ocorre quando o fotossensibilizador se encontra acumulado nas
células tumorais, as quais sofrem maioritariamente apoptose e/ou necrose devido as
ROS geradas na PDT. A PDT também pode danificar a vasculatura associada ao tumor,
guando o fotossensibilizador se encontra nesta, levando a privagcdo de oxigénio e
nutrientes e consequente destruicdo do tumor.”® Por fim, a PDT pode ativar uma

resposta imunitaria contra as células tumorais.*®

. Citotoxicidade direta nas células tumorais

Apoés a iluminacdo do fotossensibilizador, ao nivel celular, e produgédo de ROS,
a célula tenta reparar o dano causado por estas espécies.>® Para isto a célula produz
proteinas de choque térmico, expressa antioxidantes e tenta, por varios meios, eliminar
0 oxigénio singuleto.®%? Estas podem conseguir recuperar a funcédo celular, mas
normalmente, o dano gerado pela PDT supera o possivel reparo e induz,
maioritariamente, morte celular programada (apoptose) e/ou a morte celular néo
programada (necrose).31:51:53

O tratamento leva a destruicdo de membranas subcelulares e celular, o que leva
a libertacdo de enzimas e calcio, que sinalizam, aos multiplos sistemas controlo da
célula, que esta ja ndao consegue manter o funcionamento, iniciando o processo de
morte celular. Quando a apoptose € iniciada varios sinais de perigo, por exemplo,
proteinas de choque térmico e padrées moleculares associados ao dano sao libertados

e detetados. Por outo lado, quando ocorre necrose também séao libertados os mesmos

11
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sinais de perigo, num processo mais vigoroso, normalmente acompanhados por
libertacdo de detritos subcelulares, os quais também sdo detetados pelos sistemas de
vigilancia, incluindo o sistema imunitario.>%->4

O tipo de morte celular, associada a PDT, esté relacionado com a irradiacéo. Se
a irradiacdo for realizada com uma luz de elevada fluéncia e num curto periodo de
tempo, normalmente ocorre necrose com libertacdo de materiais inflamatérios. Os quais
podem gerar uma resposta imunitaria robusta que pode levar a efeitos adicionais e
benéficos para o tratamento. Por outro lado, se a irradiacéo for prolongada e com uma
fluéncia menor, a apoptose é favorecida. A apoptose é um processo mais ordenado e
confinado que pode nédo levar a uma libertagdo de suficientes citocinas e materiais
inflamatdrios para estimular a resposta imunitaria. Ambos os mecanismos podem

resultar na eliminacéo do tecido tumoral.®!

[I. Efeitos vasculares

Quando a PDT é realizada ao nivel da microvasculatura tumoral, as espécies
reativas de oxigénio danificam as células do endotélio vascular, promovendo a
libertacdo de citocinas, que, por sua vez, levam a agregacao de plaquetas e coagulacao.
Esta destruicdo da vasculatura e coagulacdo diminui o fluxo de sangue para o tumor,
gue leva a privacdo de oxigénio e nutrientes, e assim, gera hipoxia e posteriormente
causa a morte celular.°355

Para conseguir a producdo de ROS ao nivel da vasculatura, normalmente
recorre-se a baixos intervalos de tempo entre a administracdo do farmaco e da luz.
Desta forma grande parte do fotossensibilizador ainda se encontra na vasculatura, mais
propriamente ligado ao epitélio vascular. O intervalo de tempo ideal entre a
administracdo e a irradiacdo, varia com o fotossensibilizador, pois a taxa pela qual o
farmaco injetado se liga as paredes dos vasos sanguineos, antes de sair da vasculatura
para o tecido intersticial, varia consoante a estrutura quimica do fotossensibilizador.%%-
58

A PDT vascular, tem provado ser uma terapia eficaz o que esta associado a
carateristica dos tumores serem regides com elevada neovasculatura, devido a
necessidade de nutrientes e oxigénio, para o crescimento das células cancerigenas e,
uma vez que este abastecimento é eliminado por completo, a massa tumoral é

destruida.51°°
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lll.  Respostaimunitaria

Inicialmente, a PDT foi idealizada como um tratamento local, mas, tem-se
tornado cada vez mais claro que, a resposta fotodinAmica pode estimular o sistema
imunitario.®®® A estimulacdo do sistema imunitario, é gerada principalmente pela morte
celular necrética, uma vez que nesta as células libertam localmente um elevado nimero
de moléculas imunogénicas, como por exemplo, proteinas de choque térmico e do grupo
de alta mobilidade, padrdes moleculares associados ao dano e citocinas.®? As quais sédo
reconhecidas pelo sistema imunitario como estranhas e incompativeis com a
homeostase, gerando assim uma reacgdo imunitaria. Esta inclui a infiltracdo de varios
leucocitos, como células T, células NK, macrofagos e neutrdfilos, interleucinas e
citocinas, os quais vao eliminar as células tumorais, no local do tratamento, como parte
do processo de PDT.

Para além disto, estas células imunitarias ativadas vao viajar e apresentar o
antigénio as células dendriticas no local do tumor e nos nédulos linfaticos gerando
linfécitos T memoria e um estado de vigilancia imunitaria. A atividade dos linfocitos
sensibilizados para os tumores nao é limitada ao local original do tratamento de PDT e
pode atuar em les@es disseminadas e metastaticas do mesmo cancro. Assim apesar do
tratamento PDT ser localizado no local do tumor, esta modelag&o imunitaria vai permitir
a imunidade a longo prazo, fazendo com que a PDT atue através de uma estratégia
semelhante as vacinas.>*%3

Concluindo, existe uma dualidade de efeitos da resposta imunitaria contra as
células cancerigenas, por um lado existe atividade anti-tumoral das células inflamatérias
induzida pela PDT e, por outro lado, é gerada uma resposta de imunidade de longo

prazo. %!

1.2.4 Vantagens e limitacfes

A terapia fotodindmica apresenta vantagens comparativamente com 0S
tratamentos convencionais para o cancro, que frequentemente ndo sdo adequados para
a total recuperacdo e muitas vezes estdo associados a efeitos secundarios graves.®

A PDT, devido ao seu carater menos invasivo que a cirurgia, por vezes pode ser
realizada em locais em que esta ndo pode. A principal vantagem da PDT
comparativamente com a quimioterapia, a qual estd associada a efeitos secundarios
graves devido a acéo inespecifica do farmaco, € que o fotossensibilizador, na auséncia
de luz, é pouco téxico e consequentemente a acumulacao ndo especifica deste confere

pouca toxicidade sistémica.?? Além do mais, que com o desenvolvimento de
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fotossensibilizadores com seletividade para o tumor e com a irradiacdo da luz
exclusivamente no tumor, consegue-se uma dupla seletividade na terapia do cancro.®®

Além disto, comparado com a radioterapia, a luz ativadora utilizada na PDT nao
€ ionizante e consequentemente o seu efeito nos tecidos, na auséncia do PS, nao é
nocivo. Isto faz com que a PDT tenha potencial para ser repetida, se for necessario, sem
o risco de danificar tecido saudavel adjacente ao tumor. O que torna a PDT numa
alternativa muito atrativa para tumores onde o tratamento recorrente possa ser
necessario.®®

A natureza local da PDT nao contribui s6 para as oportunidades desta técnica,
mas ao mesmo tempo para as suas limitacdes. Por um lado, para tumores sélidos
localizados e em fase inicial, a PDT consegue ser uma terapia seletiva e eficaz com as
vantagens de ser menos invasiva, mais controlavel e associada a menos efeitos
secundarios e danos nos tecidos saudaveis que as terapias convencionais. Onde um
Unico tratamento consegue erradicar completamente a doenca com um excelente
resultado cosmeético final.’”685° No entanto, a luz normalmente utilizada nesta terapia
ndo consegue atingir grandes profundidades nos tecidos, pois € dispersada nestes e
absorvida por cromoéforos enddégenos, o que faz com que a terapia sO possa ser
realizada em tumores superficiais ou internos, quando é possivel chegar com a luz ao
tecido.®* Assim, ndo é possivel o tratamento de cancros em estado avangado, onde os
tumores sdo normalmente de maiores dimensdes. Como solugéo para este problema
surge a PDT intersticial (iPDT), que consiste na introduc&o de fibras 6ticas no interior do
tumor, de forma a que a luz possa chegar em quantidade suficiente a todas as células
alvo.”® De qualquer forma, a PDT tem sido utilizada apenas como tratamento paliativo,
onde permite atrasar a progressdo da doenca em estado avancado e melhorar a
qualidade e aumentar o tempo de vida.’*"?

O caréter localizado da PDT também é uma das principais limitagcdes para o
tratamento de tumores metastizados.?>’* Com o intuito de ultrapassar esta limitacéo,
muitos grupos de investigacdo estdo empenhados em compreender e modelar a
resposta do sistema imunitario ap6s o tratamento de PDT. O objetivo é favorecer a
geracdo de uma resposta imunitaria anti-tumoral especifica com capacidade para
eliminar células tumorais espalhadas pelo organismo.” "

A auséncia de sequelas significativas depois do tratamento com PDT constitui
também uma enorme vantagem. Durante o tratamento ndo se verifica 0 aumento da
temperatura do tecido e também nédo ocorre destruicdo do tecido conjuntivo, o que
permite manter a integridade dos tecidos em termos anatémicos e funcionais. Exemplo
disso é o excelente efeito cosmético normalmente obtido apés o tratamento de lesdes

na pele, em oposicado as cicatrizes que frequentemente subsistem apds uma cirurgia.”
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A PDT pode ser utilizada em combinagcdo com cirurgia, quimioterapia ou
radioterapia, uma vez que nao interfere com estas modalidades de tratamento nem
apresenta os efeitos secundarios que as caraterizam. Pode ser combinada com cirurgia,
de modo a que esta reduza o tumor para um tamanho tratavel por PDT, ou ainda, a PDT
pode ser aplicada apds cirurgia de modo a remover possiveis células tumorais
remanescentes apoés cirurgia.®®’2 Por outro lado, é de interesse a combinacédo da PDT
para o tratamento de tumores resistentes a certos tipos de terapias, 0s quais sao
eliminados devido a inexisténcia de mecanismos celulares de resisténcia a PDT.?4"®
Assim, esta metodologia pode ser utilizada tanto como tratamento primario ou adjuvante
na eliminagdo da massa tumoral.

As reacdes de fotossensibilidade cutanea tém sido apontadas como o principal
efeito adverso da PDT. Este é um problema que ocorre devido a acumulagéo de PS na
pele dos doentes. As moléculas de PS acumuladas na pele podem iniciar a reacao
fotodindmica, por agdo da luz solar ou iluminagao artificial forte, originando lesbes
cutaneas de fotossensibilidade. O mesmo fenédmeno pode ocorrer a nivel ocular. Para
evitar este problema, os pacientes devem permanecer em casa algumas semanas apos
o tratamento, até que os niveis de PS na pele diminuam para valores seguros.’® Alguns
dos ultimos PS desenvolvidos apresentam perfis farmacocinéticos que se caracterizam
por uma rapida eliminagdo do composto do organismo, minimizando a sua acumulagdo
na pele, o que se traduz numa reducéo significativa do risco de ocorréncia de reagdes

de fotossensibilidade.””-"®

1.2.5 Propriedades do fotossensibilizador ideal

Um elemento critico para o sucesso da terapia fotodindmica é o
fotossensibilizador utilizado. Este deve apresentar certos requisitos ao nivel da pureza,
sintese, formulagdo, ativacdo, propriedades fotofisicas, toxicidade, seletividade,
mutagenicidade/carcinogenicidade, perfil de absor¢éo, distribuicdo, metabolizacdo e
excrecdo (ADME), 2979808182

O fotossensibilizador deve ser quimicamente puro, de composi¢cdo conhecida e,
sintetizado numa pequena via sintética envolvendo técnicas simples e com elevado
rendimento quimico. Também é de interesse que o fotossensibilizador tenha um baixo
custo de producdo e seja possivel a expanséo da producéo para doses superiores. Ao
nivel da formulacdo, € importante que esta seja simples e estavel a temperatura
ambiente, de modo a que fotossensibilizador apresente um longo tempo de validade.

O comprimento de onda da luz de ativacdo do fotossensibilizador deve

encontrar-se na gama entre os 650 nm e os 850 nm (janela fototerapéutica). Esta janela
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surge da conciliacdo de dois fatores importantes para a PDT, a gama de maior
penetracdo da luz nos tecidos e a energia necessdria para a producdo de oxigénio
singuleto. A profundidade de penetracdo nos tecidos € maior nos comprimentos de
onda, onde os principais croméforos existentes nos tecidos ndo absorvem.3! Uma vez
gque estes ndo absorvem permitem que a radiacdo consiga atingir profundidades
superiores. Os principais cromoforos dos tecidos sdo a agua, certos aminoacidos e
vitaminas, a hemoglobina e a bilirrubina, e como é observavel na figura 1.5, a gama de
comprimentos de onda nos quais estes tém menor absorvancia encontra-se
aproximadamente entre os 650 nm e os 850 nm.31:83

Por outro lado, o fotossensibilizador ndo pode ser excitado a comprimentos de
onda superiores a 850 nm (140 kJ mol?), pois este no estado singuleto excitado tem de
gerar o seu estado excitado tripleto que normalmente apresenta uma energia de 110—
130 kJ mol™ (1087,5 - 920 nm), a qual é suficiente para gerar o estado singuleto do

oxigénio pela transferéncia de 94.5 kJ mol* para o oxigénio molecular.®
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Figura 1.5- Janela 6tica para PDT. Adaptado de 8.

Quanto as suas propriedades fotofisicas, o fotossensibilizador deve apresentar
uma banda na janela fototerapéutica com um coeficiente de extingdo molar superior a
10° Mt cm?, rendimento quéantico de fluorescéncia (®z) préximo de 0,2, mas néo
demasiado elevado para ndo competir com o0 processo de cruzamento intersistemas
que gera o estado tripleto, um rendimento quéantico de estado tripleto (®;) superior a 0.7,
tempo de vida do estado tripleto (ry,) superior a 100 ps e rendimento quantico de
oxigénio singuleto (®,) superior a 0.5. Para além disto, o fotossensibilizador deve ser

fotoestavel, ou seja, com um rendimento quantico de fotodecomposigéo (®p4) inferior a
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105, principalmente em protocolos com irradiagdo extensa, de modo a que néo ocorra
uma diminuicdo da concentracao do farmaco demasiadamente rapida e de modo a que
nao seja necessario administrar doses de farmaco demasiado elevadas para ter o efeito
desejado.”®8®

O fotossensibilizador ndo deve ser toxico na auséncia de luz de excitacdo, mas
citotoxico na presenca desta. Da mesma forma, nem a fotodegradacdo nem a
metabolizacdo celular do farmaco devem gerar metabolitos toxicos. Mais importante, o
PS nao deve causar efeitos mutagénicos, independentemente de ser ativado pela luz
ou n&o.% Ao nivel da seletividade, o fotossensibilizador deve ter a capacidade de se
acumular no tecido alvo (tumor) mas nao nas células saudaveis, restringindo assim o
dano induzido pela ativagcdo com a luz ao tumor.®’

Por outro lado, deve apresentar um bom perfil de ADME. Para a administracéo
de fotossensibilizadores a solubilidade € muito importante. A anfifilicidade assegura
tanto o transporte da molécula no sangue, sem ocorrer precipitacdo ou formacédo de
agregados, e a passagem através de camadas lipidicas das membranas celulares. Para
além disto, as moléculas de fotossensibilizador ndo devem formar agregados, uma vez
que estes diminuem a capacidade de absorver luz e também o tempo de vida e
rendimento quantico do estado tripleto. Apos a PDT, a eliminagéo por fotodegradacao,
metabolizacao e excre¢ao do fotossensibilizador deve ser rapida de forma a minimizar

as reacdes de fotossensibilidade.?8’

1.2.6 Fotossensibilizadores no tratamento do cancro

Os compostos macrociclicos tém emergido como a principal classe de agentes
terapéuticos e de diagndstico para o cancro.®

Nos subcapitulos que se seguem sdo apresentados os fotossensibilizadores
com relevancia clinica, separados em geracdes. A primeira geracao € constituida pela
hematoporfirina e fotossensibilizadores baseados nesta como é o caso do derivado da
hematoporfirina (HpD, Photofrin). Os fotossensibilizadores da segunda geragéo
apresentam varias estruturas, as quais surgiram para responder aos problemas
existentes nos fotossensibilizadores da primeira geracdo. Por fim, o0s
fotossensiblizadores da terceira geragéo consistem em farmacos da primeira e segunda
geragOes conjugados com outras moléculas de forma a aumentar a seletividade para os
tumores. Natabela 1.1, estdo descritas as propriedades dos varios fotossensibilizadores

apresentados.
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1.26.1 Breve histéria da PDT e primeira geracdo de

fotossensibilizadores

As propriedades curativas da luz foram descobertas ha mais de trés mil anos.®®
Antigas civilizacdes egipcias, indianas e chinesas utilizavam a luz para tratar varias
doencas.®® No final do século XIX, Niels Finsen utilizou a luz para tratar os efeitos da
tuberculose na pele e, assim, desenvolveu a fototerapia, ou seja, o uso da luz com a
finalidade de tratar doencas.®!

O pioneiro no uso de um agente fotossensibilizador em combinag&o com luz para
tratar doencas foi Oscar Raab, que, em 1900, relatou que certos comprimentos de onda
eram letais em espécies de paramécia, na presenca de acridina (figura 1.6A).%? Mais
tarde, em 1903, Herman Von Tappeiner e A. Jesionek trataram tumores de pele como
eosina (figura 1.6B) aplicada topicamente e luz solar, chamando a este fenémeno de

S -
CO,Na
CoO  CoCo
N7 NaO o o
Br

Br

acdo fotodinamica.®%*

Figura 1.6- Estrutura molecular da acridina (A) e da eosina (B).

No inicio dos anos 50, observacfes de que a hematoporfirina se localizava nos
tecidos tumorais acelerou a investigacao por um fotossensibilizador, tendo por base as
porfirinas e a sua aplicacdo no tratamento do cancro.

Contudo, s6 em 1980, é que foi isolado e parcialmente identificado um
componente derivado da hematoporfirina (HpD) com potencial para a PDT.? Estudos
adicionais demonstraram que esta fracao “ativa” da hematoporfirina, o porfimer sodium,
com o nome comercial Photofrin® (figura 1.7), consistia nhuma mistura de dimeros e
oligbmeros maiores de porfirinas, nos quais as unidades de porfirinas estavam juntas
por ligacGes de éter, éster e carbono-carbono.®

O porfimer sodium, fotossensibilizador da primeira geracéo, foi o primeiro a ser
aprovado pela FDA e é considerado o principal fotossensibilizador da primeira geracao.
Apesar deste ter sido aprovado para o tratamento de uma grande variedade de tumores,
apresenta algumas desvantagens: i) consiste numa complexa mistura compostos®®, ii)
baixa absorcdo na janela fototerapéutica, iii) hidrofobicidade que leva a formacéo de
agregados em agua e a um baixo rendimento quantico de oxigénio singuleto,® iv) baixa
seletividade para tecidos tumorais, v) fototoxicidade da pele durante 4 a 6 semanas

apo6s a administragado.®’
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Figura 1.7- Estrutura molecular do porfimer sodium.
1.2.6.2 Segunda geracao de fotossensibilizadores

Os problemas nos fotossensibilizadores da primeira geracdo, levaram ao
desenvolvimento de compostos com melhores propriedades, os fotossensibilizadores

da segunda geracéo.

I.  Acido 5-aminolevulinico (ALA)

O &cido 5-aminolevulinico (ALA) é um pro-farmaco convertido in vivo, num
fotossensibilizador, a protoporfirina IX (PplX), a qual é posteriormente convertida no
grupo heme.® Quando um excesso de ALA é administrado, ocorre a acumulagdo de
PplIX, uma vez que a taxa de conversao biossintética desta no heme € limitada. Este
passo limitante foi explorado para a PDT, pois este permite a acumulacédo de PplX,
principalmente nos tecidos neoplasicos, uma vez que, estes produzem mais PpIX do
gue os tecidos normais.

A iluminacédo deste fotossensibilizador pode ser efetuada em comprimentos de
onda no azul (410 nm), verde (510 nm) ou vermelho (635 nm). A banda com maximo de
absorgdo a 635 nm tem um coeficiente de extingdo molar () inferior a 5000 M cm?, o

que oferece pouco progresso relativamente ao Photofrin e a outras porfirinas.®®

I. Ftalocianinas

As ftalocianinas sdo compostos macrociclicos tetrapirrélicos constituidos por um

conjunto de quatro anéis de isoindol ligados por pontes azo, e assim, apresentam um
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conjunto de ligagbes duplas conjugadas que formam um anel aromético com dezoito
eletrées 1r.100.101

Ao contrario das hematoporfirinas e das porfirinas, a banda de absorcao das
ftalocianinas surge dentro da janela terapéutica (650-850 nm), a qual hormalmente tem
um coeficiente de extingdo molar no maximo da banda superior a 100 000 M cm?, o
gque as torna teoricamente promissoras para serem utilizadas em terapia fotodinamica.
No entanto, as ftalocianinas apresentam como principal limitacdo para 0 seu uso em
PDT, a baixa solubilidade em agua. De forma a aumentar a solubilidade em 4gua foram
sintetizadas ftalocianinas substituidas com diferentes graus de sulfonacdo.°? Por outro
lado, com a finalidade de aumentar a sua fototoxicidade foi necessaria a sua metalagao.
As ftalocianinas de zinco, aluminio, e silicio mostraram ser moléculas eficientes na
producdo de oxigénio singuleto e com estados tripleto com longos tempos de vida, e

assim, Uteis em PDT.102-104

. Verteporfin

A cicloadicdo da PplX com dimetil acetilenedicarboxilato gera um derivado
monoéacido da benzoporfirina com o anel benzilico ligado ao anel A (BPDMA), com o

nome comercial Verteporfin ou na forma injetavel Visudyne (figura 1.8).

0 CO,Me

/ COzMe

MGOQC

CO2H

Verteporfin

Figura 1.8- Estrutura molecular da Verteporfin.

Este fotossensibilizador semissintético apresenta uma banda de excitacédo
desviada para comprimentos de onda maiores, comparativamente com as porfirinas, o
gue permite o tratamento de tecidos relativamente porfundos.® A Verteporfin apresenta
uma clearance do sangue, tumor e tecidos normais muito rapida e pouca seletividade.'®
O que torna o tratamento dificil ao nivel celular, pois para intervalos grandes entre dose
e luz, a dose de fotossensibilizador no tumor ja terd diminuido, e assim, para realizar

tratamentos recorre-se a um intervalo de até 3 horas, no qual para além de composto
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no tumor, ainda existe fotossensibilizador em circulacdo e nos tecidos normais.*® Por
outro lado, esta rapida clearance também traz a vantagem de gerar uma baixa

fotossensibilidade da pele.1%

IV. Clorinas e bacterioclorinas

Uma outra forma de contornar o problema da absor¢cado em baixos comprimentos
de onda das porfirinas consiste na sua reducdo. A reducdo de uma ligacdo dupla do
anel aromatico das porfirinas da origem as clorinas, e a reducdo de uma segunda
posicéo origina as bacterioclorinas (figura 1.9).

Ambas as classes de moléculas apresentam bandas de absorcdo em
comprimentos de onda superiores aos encontrados para as porfirinas (1,,,, = 650-670
nm para as clorinas, e A4, = 740-780 nm para as bacterioclorinas) e mantém a

capacidade de producéo de oxigénio singuleto.’
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Figura 1.9- Redugéo sucessiva da porfirina a clorina e bacterioclorina.

Uma das primeiras clorinas a ser avaliada foi a clorina de origem natural e6 (Ce6)
(figura 1.10). Devido as suas propriedades interessantes para PDT, varios farmacos
foram comercializados com misturas desta clorina €6, o composto ativo, com outras
moléculas como a clorinas e purpurinas, e agentes solubilizadores. O principal é o
Photolon, também descrito como Ce6-PVP, consiste numa mistura 1:1 (w/w) de Ce6
com polivinilpirrolidona (PVP). O PVP é um polimero sintético, neutro e solivel em agua
com baixa toxicidade, que é utilizado no Photolon para aumentar a sua estabilidade ao
prevenir a agregacdo do Ce6 e para melhorar a solubilidade deste em meio aquoso.'%®
Para além destas vantagens, esta formulagdo também melhora as propriedades
farmacocinéticas da Ce6, pois torna-a mais seletiva para os tumores, fica retida durante
mais tempo no local do tumor, e ao mesmo tempo também aumenta a clearance da pele
e de outros tecidos normais.109-111

Foram sintetizados derivados da clorina €6 com a finalidade de melhorar as suas
propriedades como fotossensibilizador. Como é o caso do derivado mono-L-aspartil da

clorina e6 (figura 1.10), molécula com nome comercial de Talaporfin. Esta derivatizagédo
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levou a uma melhoria da efichcia e diminuicdo dos efeitos secundarios

comparativamente com a Ce6, devido ao aumento da clearance.

Clorina €6, R=R'=H

mono-L-aspartil clorina e6, R=H,
R'=(L)-NHCH(CO,H)CH,CO,H

Figura 1.10- Estrutura molecular da Clorina e6 e do seu derivado mono-L-aspartil.

Entre as clorinas sintéticas destacam-se a 5,10,15,20-tetra(3-hydroxyfenil)-2,3-
dihidroporfirina (mTHPC, temoporfin ou Foscan) e a HPPH (Photochlor) (figura 1.11). O
Foscan apresenta propriedades fotoquimicas comparaveis a outras clorinas, mas
necessita de doses de farmaco e de luz menores do que as encontradas noutras
moléculas, o que o torna num dos fotossensibilizadores mais potentes da segunda
geracdo. Contudo, devido ao farmaco ser tdo potente, tem a grande desvantagem de a
fotossensibilidade da pele poder durar até 20 dias ap6s a administracdo. 2112 O HPPH
€ uma molécula lipofilica com uma sintese relativamente facil, elevada atividade,
seguranca e aparente pouca fotossensibilidade na pele, o que o torna num

fotossensibilizador de interesse para PDT.'*3

HO

Foscan Photochlor

Figura 1.11- Estrutura molecular do Foscan e do Photochlor.
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Mais recentemente dois fotossensibilizadores baseadas em bacterioclorinas, o
padeliporfin (WST11) e a redaporfin (LUZ11) chegaram aos ensaios clinicos. Estes tém
a vantagem de apresentar uma forte absorcéo na regido dos 740-780 nm, o que permite
a formacdo de espécies reativas de oxigénio por excitacdo do fotossensibilizador a
profundidades superiores aos fotossensibilizadores apresentados até agora.

O padeliporfin (figura 1.12) consiste numa bacterioclorina com um atomo de
paladio na regido central, que tem a finalidade de o tornar menos oxidavel. Este tem
uma clearance muito rapida, sendo que o seu tempo de meia vida no sangue esta na
ordem dos minutos,”” o que reflete sua instabilidade, comum das bacterioclorinas de
origem natural. Esta rapida clearance minimiza o risco de fotossensibilidade da pele mas
leva a necessidade de realizar um protocolo clinico para o cancro da préstata onde uma
infusdo de 10 minutos de WST11 € seguida por uma irradiacdo continua da regiao
através de fibras éticas durante 20-25 minutos.

A redaporfin (figura 1.12) € uma bacterioclorina sintética estrategicamente
desenhada para combinar as propriedades fotofisicas das bacterioclorinas com a
fotoestabilidade. Esta estabilidade é conseguida com a introducdo de atomos de fltor
nas posi¢des orto dos anéis fenilo da tetrafenilbacterioclorina.!'* Para além disto, estes
halogénios também aumentam o rendimento quéantico do estado tripleto pelo aumento
do acoplamento spin-orbital, num fenémeno chamado de efeito do atomo pesado.'*® Os
substituintes sulfonamida nas posi¢cdes meta dos anéis fenilo modulam a anfifilicidade e
aumentam a estabilidade da molécula.'** A redaporfin tem um tempo inicial de meia vida
no plasma de 12 h o qual na fase terminal € muito mais longo. Isto permite que este
fotossensibilizador possa ser utilizado tanto em PDT vascular como celular.®

O porfimer sodium, o temoporfin e, a maioria dos fotossensibilizadores porfirina
e clorina, produzem espécies reativas de oxigénio principalmente através de rea¢des do
tipo 1.1 Alternativamente, o padeliporfin produz estas espécies quase exclusivamente
através de reacdes do tipo | em solugdo aquosa. Por outro lado, a redaporfin e a
Veterporfin participam em ambos os tipos de reagdes, favorecendo as reagdes do tipo
”_114

A instabilidade do padeliporfin est4 associada a sua rapida fotooxidacdo em
meios aquosos, a qual é ainda acelerada pelas espécies citotoxicas geradas.'® A
fotodecomposicao deste fotossensibilizador é diminuida pela adicdo de albumina de
soro humano (HSA), a qual forma um complexo que permite regenerar o
fotossensibilizador, durante 15 ciclos de transferéncia de eletrdo induzida pela luz.

A diferenca entre fotossensibilizadores como o Verteporfin e a redaporfin, que
favorecem reacbes do tipo Il, e o WST11, que favorece reagbes do tipo |, esta

relacionado com os potenciais de oxidagdo do estado tripleto superiores existente na
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Verteporfin e redaporfin, o que diminui a taxa de reac¢des de transferéncia de eletrdo e
aumenta a fotoestabilidade. 14119

H3CHNO,S

SO,NHCH3

SO,NHCH3
Padeliporfin Redaporfin

Figura 1.12- Estrutura molecular do padeloporfin e da redaporfin.
1.2.6.3 Terceira geragao de fotossensibilizadores

A baixa solubilidade em meios aquosos e os efeitos secundéarios causados pela
falta de seletividade de muitos fotossensibilizadores da segunda geracdo levou ao
desenvolvimento de uma terceira geragdo. Neste sentido, foram desenvolvidos modelos
de entrega de fotosensibilizadores, os quais permitem a solubilizagdo e administracéo
intravenosa do composto e que ao mesmo tempo permitem o transporte dos farmacos
para o tecido alvo, ou seja, que melhoram a seletividade e especificidade, diminuindo
assim os efeitos secundarios.

Varias estratégias de entrega foram desenvolvidas, desde emulsbes até
lipossomas e nanoparticulas como possiveis veiculos de farmacos.®'2 Um método de
entrega alternativo, consiste na conjugacdo do PS com biomoléculas que servem de
veiculos ou agentes direcionadores, aumentando a seletividade e a eficacia do
tratamento. Outra estratégia consiste na sintese de profarmacos que s6 sdo ativados no

local do tumor.26:121

Nos dultimos 40 anos de desenvolvimento de fotossensibilizadores, as
bacterioclorinas surgem como moléculas muito promissoras para serem utilizadas em
terapia fotodindmica. De forma a obter esta classe de moléculas tem sido observavel

um crescente interesse na sintese destas a partir de meso-arilporfirinas.
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1.3  Sintese de meso-arilporfirinas

Rothemund??® foi pioneiro na sintese de porfirinas simétricas, quando em 1935,
descreveu a sintese pela condensacdo simples do pirrol com o aldeido desejado,
dissolvidos em piridina/metanol, em atmosfera inerte e a temperatura de 100 °C durante
48 h. Esta estratégia foi um passo importante na sintese de meso-porfirinas, mas
apresentava rendimentos quimicos muito baixos, exceto quando a reacao era realizada
com o benzaldeido, a qual apresentava um rendimento de 10% e era reprodutivel.!?’
Mais tarde Adler e Longo, observaram que obtinham melhores rendimentos quando
realizavam a reacdo em meio &cido.'”® Assim, ao fazerem reagir quantidades
equimolares de pirrol e benzaldeido em &cido propiénico, com exposi¢do ao ar e em
refluxo, obtinham o produto com um rendimento de cerca de 20%. Por outro lado, estas
metodologias apresentam a desvantagem de gerar as respetivas clorinas como produto
secundério.

Isto levou Lindsey e os seus colaboradores a desenvolverem um método de dois
passos.’?® Neste método, o primeiro passo consiste na condensacédo do pirrol com o
aldeido aroméatico desejado numa solucédo diluida de solvente clorado (CHCIs; ou
CHzCl,), com um catalisador &cido forte (TFA ou BF3-EtO,), a temperatura ambiente e
em atmosfera inerte, que gera o correspondente meso-tetraarilporfirinogénio. Esta
espécie é oxidada num segundo passo com recurso a quinonas muito oxidantes, como
a DDQ (2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona) ou o cloranil (2,3,5,6- tetracloro-1,4-
benzoquinona), gerando assim as meso-tetraarilporfirinas de interesse. O método de
Lindsey foi um importante passo na sintese de porfirinas substituidas na posicdo meso,
devido ao bom rendimento e por ndo existir contaminacdo de clorina no produto final,
no entanto, tem as desvantagens de necessitar de grandes diluicbes no primeiro passo,
a utilizacdo de oxidantes caros e de processos de purificagéo dificeis e dispendiosos.

Mais tarde, em 1991, a influéncia benéfica da presenca de nitrobenzeno na
reacdo de um passo de Rothemund foi observada em Coimbra.’*® Neste método de
sintese conhecido, na literatura, como método do nitrobenzeno, fez-se reagir o pirrol
com o aldeido aromatico numa mistura de &cido acético/nitrobenzeno (7:3) a
temperatura de 120 °C e com exposicdo ao ar durante 1 hora, o que levou a formacgéao
da porfirina, a qual cristalizou diretamente no meio de reagéo, durante o arrefecimento
ou apo6s a adicdo de metanol, com elevado grau de pureza e sem contaminacdo das
respetivas clorinas. Neste método, o nitrobenzeno/oxigénio a 120 °C mostraram ser
oxidantes eficientes para promover a transformacdo do porfirinogénio na
correspondente porfirina. Apesar dos rendimentos obtidos para algumas porfirinas

serem inferiores, comparando com os das metodologias anteriores, a facil cristalizacao
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e o0 elevado grau de pureza do composto final tornam esta numa excelente metodologia
de sintese. J4 em 2014, Pereira e colaboradores®®!, desenvolveram o método do NaY
de forma a otimizar os rendimentos e a sustentabilidade do processo anterior. Este
método baseia-se no método do nitrobenzeno ao qual é adicionado NaY, um alumino-
silicato que atua como acido de Lewis. Para além de duplicar os rendimentos
comparativamente ao método do nitrobenzeno, também tem a vantagem de ser um
catalisador reutilizavel, o que torna o processo hum método sintético verde.

As multiplas aplicacfes de porfirinas nos Ultimos anos, aumentaram o interesse
nestes compostos, 0 que, por sua vez, levou a um aumento da procura de novos
processos sintéticos mais seletivos, eficientes e com um menor impacto ambiental.
Entre estes processos surgiram as reagdes sem solvente onde o pirrol e os aldeidos
aromaticos sao utilizados em reacgdes de fase gasosa, sem qualquer solvente orgéanico
ou catalisador.'®213% Por outro lado, surgiram também os processos por micro-ondas, os
guais tém sido cada vez mais utilizados em sintese organica. Um exemplo é o método
de Adler modificado, no qual pirrol, o aldeido aromatico desejado e uma pequena
guantidade de &cido propiénico sédo irradiados com micro-ondas num pequeno periodo
de tempo (10-15 minutos) originando razoaveis rendimentos para uma ampla gama de
meso-tetraarilporfirinas.*4-137 Qutro exemplo séo as reagdes com liquidos i6nicos, os
guais sao utilizados como solventes alternativos para varias reacdes de sintese de
porfirinas.'%1%° Por fim, também tém sido utilizados minerais como catalisadores da
formacéo de porfirinas a partir de pirrol e aldeidos.**-1%2 O uso destes é uma mais-valia
uma vez que permite a eliminacdo de catalisadores &acidos que sdo toxicos e
dispendiosos. Um exemplo deste método é o método do NaY, anteriormente

apresentado.

Método Condigoes
Rothemund Piridina, atmosfera inerte, 100°C, 48 h

Adler e Longo  Acido propi6nico, exposi¢do ao ar,
130°C, 1h

@ © Lindsey Método de dois passos:
N + — 1° Condensacéo originando
H o porfirinogénio (TFA)
H 2° Oxidagéo utilizando uma quinona

Nitrobenzeno  Acido acético/nitrobenzeno (7:3),
120°C, 1h, ar

NaY Acido acético/nitrobenzeno (7:3),
130°C, 2h, ar, NaY

Figura 1.13- Esquema resumo dos métodos de sintese de meso-arilporfirinas
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1.4 Sintese de bacterioclorinas

Existem quatro principais formas de obter bacterioclorinas. Em primeiro lugar
podem ser obtidas diretamente de fontes naturais.'*® Também podem ser geradas de
sintese total, que envolve um passo de fecho do anel porfirinoide o qual resulta
diretamente na formacé&o da bacterioclorina.*4-14” Por outro lado, existem processos de
sintese em que porfirinas e clorinas, independentemente se sdo de origem natural ou
sintética, sdo convertidas em bacterioclorinas. A Ultima forma consiste numa abordagem
semi-sintética, na qual sdo realizadas modificacbes em bacterioclorinas extraidas de
materiais biologicos.'*® No ambito do trabalho desenvolvido nesta dissertacdo, a
bacterioclorina em causa é sintetizada a partir de uma porfirina pelo que s6 irdo ser
abordados com algum detalhe este tipo de processos.

Existem varios processos de sintese de bacterioclorinas a partir de porfirinas.
Um exemplo é a oxidacdo de duas ligacdes duplas, recorrendo a tetréxido de 6smio'#°
ou a oxigénio singuleto®°. Por outro lado, quando as porfirinas apresentam os
substituintes adequados podem ocorrer reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolart®152 ou
reacdes Diels-Alder'>*154, gerando a bacterioclorina de interesse. Mas s6 o método de
reducdo de ligacdes duplas carbono-carbono de porfirinas permite obter as
bacterioclorinas correspondentes com a mesma estrutura quimica. Para este efeito,
encontra-se na literatura descrito o uso de condi¢bes de hidrogenacéo catalitica com
hidrogénio e paladio®™>'*¢, a qual demonstrou ndo ser adequada pois promove a
reducdo das ligagbes duplas nas posicoes meso, e a utilizacdo de p-
toluenosulfonilhidrazina. Em 1969, Withlock®®” foi o primeiro a utlizar a p-
toluenosulfonilhidrazina como agente redutor de porfirinas. Porém, esta metodologia
apresentava a desvantagem de utilizar solventes tdxicos, como a piridina. Mais
recentemente foi descoberto um método mais simples e de baixo impacto ambiental, no
qual o agente redutor, a diimida, é gerada in situ a partir de p-toluenosulfonilhidrazina,

num processo sem solvente e/ou base.!14158.1%9
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1.5 Propostade trabalho

O desenvolvimento de fotossensibilizadores no grupo de Estrutura, Energética e
Reatividade do Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra foi iniciado em
1994. Neste processo as moléculas sintetizadas sofreram sucessiva triagem e o foco da
investigacdo centrou-se nas tetrafenilbacterioclorinas halogenas, uma vez que estas
apresentam as vantagens de exibir forte absorcéo na regido do infravermelho préximo,
eficiente producdo de espécies reativas de oxigénio!®®, as suas porfirinas precursoras
poderem ser sintetizadas em dois ou trés passos sintéticos e de seguida as
bactérioclorinas sdo sintetizadas num Unico passo de reducdo®*°8 apresentarem
elevada estabilidade, comparativamente com outras bacterioclorinas, devido a presenca
dos atomos halogenados e de grupos aceitadores de eletr6es nas posi¢cdes meso dos
grupos fenilo,*°16? e uma biodistribuicdo favoravel*¢21¢3, O processo de triagem
terminou com o desenvolvimento da redaporfin, um fotossensibilizador que atualmente
se encontra em ensaios clinicos de fase Il. A principal desvantagem da redaporfin € a
baixa solubilidade em solventes aquosos, 0 que por sua vez, leva a necessidade desta
ser formulada com uma mistura de cremophor EL:etanol:NaCl 0.9% (0.2:1:98.8, v:v:v)
para ser administrada. O cremophor EL esta associado a efeitos secundarios®*, os
quais poderiam ser evitados.

A 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluor-3-sulfonilfenil)bacterioclorina (LUZ10) € uma
molécula que foi excluida na fase final da triagem e, que apesar de ndo apresentar
propriedades de geragéo de espécies reativas de oxigénio tdo boas como a redaporfin,
apresenta a vantagem de ser sollvel em agua e assim sendo ndo necessitar de ser
formulada com agentes solubilizadores.

A proposta de trabalho (figura 1.14) tem como primeiro objetivo a sintese e
purificacdo da LUZ10, utilizando o método de sintese anteriormente realizado para a
sintese e melhorando o método de purificacdo da mesma.

O passo seguinte consiste no estudo de alguns paréametros fotofisicos e
fotoquimicos, incluindo os coeficientes de extingdo molar, os rendimentos quanticos de
fluorescéncia, oxigénio singuleto e fotodegradacao, os tempos de vida do estado tripleto
na presenca e na auséncia de oxigénio e o espetro de absorcéo transiente.

O terceiro passo consiste em ensaios in vitro, com a linha célular CT26 WT
(fibroblastos de carcinoma do colon de murganho), onde serdo realizados estudos de
citotoxicidade e fototoxicidade (6 J cm).

O (dltimo passo consiste em ensaios in vivo. Serdo realizados estudos de

biodistribuicdo e farmacocinética, e de escalonamento de doses de forma a descobrir a
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dose terapéutica em murganhos BALB/c. Ser4d também realizado um estudo de

fotossensibilidade da pele em ratos Wistar.

4 I
Estudos fotofisicos e fotoquimicos
Sintese e Purificacdo
£ ‘.l'bp 4’.& d’pd T TNz
s %
[ Estudos in vivo I
Estudos in vitro L o
Farmacocinética e BiodistribuigGo
Citotoxicidade Fototoxicidade Dose ferapéuﬁca
\_ Fotossensibilidade Y,

Figura 1.14- Esquema da proposta de trabalho para a tese
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Sintese e purificacao

Tal como referido no Capitulo 1, existem multiplas metodologias de sintese de
meso-tetraquisarilporfirinas. Neste projeto foi utilizado o método do nitrobenzeno?! para
a preparacao da porfirina, uma vez que este permite a sintese do produto de interesse
por condensacdo direta de pirrol com aldeidos, o qual é obtido com baixa
contaminacéo da respetiva clorina. Para além disto, é importante utilizar um método
que possa ser facilmente transponivel para uma escala maior. O método do
nitrobenzeno apresenta boas carateristicas para a sua transposicdo para escalas
maiores, pois a reacao € realizada num unico passo e é facil o isolamento final dos
produtos. Além disso, este processo sintético utiliza como agentes oxidantes o
oXigenio e o nitrobenzeno (que também é solvente na reagdo), 0 que torna 0 processo
mais econémico e apelativo para a transposicdo para escalas maiores,
comparativamente com outros tipos de sinteses de porfirinas nas quais sao utilizadas
quinonas, que sdo compostos mais dispendiosos.

Neste capitulo sera reproduzida a sintese do fotossensibilizador 5,10,15,20-
tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)bacterioclorina  (LUZ10) como foi realizada
anteriormente pela Luzitin, SA (Coimbra, Portugal). Esta sintese consiste numa
sequéncia de 4 passos sintéticos, onde primeiro ocorre a formagdo da porfirina
difluorada, a qual sofre clorossulfonacdo seguida de hidrélise e por fim ocorre a

reducdo para gerar a bacterioclorina de interesse.

2.1  Sintese e purificacdo da LUZ10

O primeiro passo da sintese (figura 2.1) consistiu na reacdo entre uma solucao
de 2,6-difluorobenzaldeido dissolvido em acido acético glacial/nitrobenzeno (2:1) e
uma quantidade equimolar de pirrol, o qual foi adicionado gota a gota, em refluxo (120
°C) durante uma hora. Posteriormente, deixou-se o baldo arrefecer lentamente até a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi adicionado metanol, tendo ocorrido a
formagdo de cristais da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluorofenil)porfirina  (TDFPP)
sintetizada. Por fim o precipitado foi filtrado a presséo reduzida, lavado com metanol e

seco, tendo o produto de interesse sido isolado com um rendimento de 10%.
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a) Acido acético/Nitrobenzeno (2:1)
!\ 120°C, ar, 1h
N~ T F F

Figura 2.1- Esquema da sintese da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluorofenil)porfirina

Nesta sintese utilizou-se como aldeido inicial o 2,6-difluorobenzaldeido em
detrimento do benzaldeido porque pretende-se que a LUZ10 apresente dois atomos
de fldor nas posicdes orto dos anéis benzénicos uma vez que estes conferem
estabilidade a bacterioclorina e aumentam a producdo de espécies reativas de
oxigénio, devido ao efeito do atomo pesado.?® Estas propriedades serdo abordadas
com mais detalhe no capitulo 3.

Para o segundo passo sintético, a clorossulfonacgéo, a 5,10,15,20-tetraquis(2,6-
difluorofenil)porfirina (TDFPP) foi adicionado &cido clorossulfénico, tendo a reacéo
prosseguido a 120 °C durante 2h (figura 2.2). Posteriormente, adicionou-se cloroférmio
a mistura reacional e esta foi lavada com um fluxo continuo de agua, formando assim
um sistema bifasico. Como a porfirina com os grupos de cloreto de sulfonilo é
hidrofébica, encontrava-se dissolvida em cloroférmio (fase orgéanica). Esta lavagem foi
realizada de forma a que todo o &cido clorossulfénico e &cido sulfarico fossem
removidos e que a fase orgéanica ficasse unicamente com a porfirina de interesse. De
seguida, a fase organica foi neutralizada por adicdo de uma solugdo saturada de
bicarbonato de sddio. Com a alteragdo do pH ocorreu mudanca da cor da fase
organica de verde (cor tipica do dicatido da porfirina) para vermelho forte (cor tipica da

porfirina na sua forma neutra).

S0O,CI

a) Acido clorosulfénico (12mL)  ClO2S
120°C, 2h

ClO,S

Figura 2.2- Esquema da sintese da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-clorossulfonilfenil)porfirina
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Posteriormente, continuou-se a lavagem de forma a eliminar todo o bicarbonato
de sédio. Por fim, a fase organica, que continha a 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-
clorossulfonilfenil)porfirina (TDFPPSO.CI), foi recolhida por decantacdo e seca com a
adicdo de sulfato de sédio anidro. Obteve-se o produto desejado apds filtracdo do
agente secante e evaporacao do solvente.

Toda a 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-clorossulfonilfenil)porfirina
sintetizada no processo anterior foi hidrolisada. Para isso, esta foi dissolvida em agua
destilada e deixou-se a reacdo em refluxo durante 24 horas a temperatura de 100 °C,
com agitacao (figura 2.3). Posteriormente, obteve-se o0 produto desejado com a

evaporagao do solvente.

Figura 2.3- Esquema da sintese da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)porfirina.

Apoés esta sequéncia de duas reacdes obteve-se 207,1 mg de 5,10,15,20-
tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)porfirina sélida, o que equivale a um rendimento
global de 61,7%. Este rendimento é inferior ao encontrado na literatura* que é de
82,8%.

Ao analisar o espetro de RMN *H desta molécula em metanol deuterado (figura
2.4) observou-se a existéncia dos picos correspondentes aos 8 protdes do anel central
com desvio quimico de 9,20 ppm, dos 4 protdes das posi¢cdes para dos anéis
benzénicos com desvio quimico de 8,54 - 8,48 ppm e dos 4 protbes das posi¢cdes meta
dos anéis benzénicos com desvio quimico de 7,68-7,63 ppm. Para além destes picos,
também é visivel a contaminacao com a porfirina com menor grau de substituicao de
grupos sulfonilo, pela existéncia de picos adicionais com desvios quimicos entre 9,15 e
9,00 ppm.

Pela relacédo entre os integrais dos picos foi possivel chegar a percentagem
desta contaminacdo que € de 12%. Isto faz com que o rendimento global da reacdo
diminua para 54,2%. Para solucionar este problema deve-se aumentar o tempo da
reacdo da porfirina difluorada com o &cido clorossulfonico, de forma a que todas as

porfirinas sofram clorossulfonacéo nas quatro posicdes.
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A presenca dos grupos acido sulfonico na LUZ10 confere um caracter
hidrofilico ao fotossensibilizador, 0 que é uma vantagem comparativamente com a
redaporfin e outros fotossensibilizadores hidrofébicos, pois esta ao ser solivel em

agua, ndo necessita de ser formulada com agentes solubilizadores para ser utilizada

em estudos in vitro e in vivo.
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Figura 2.4- Espetro de RMN H da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)porfirina em metanol
deuterado.

Este processo sintético, de clorossulfonacdo seguida de hidrélise, foi
desenvolvido desta forma porque era de interesse a formacgdo do grupo cloreto de
sulfonilo, o qual reage com facilidade com grupos nucleofilicos, como por exemplo
aminas para originar sulfonamidas, como acontece no caso da redaporfin. Neste caso
como ndo é de interesse a possibilidade de condensagéo posterior com outro grupo,
mas sim o grupo que surge da hidrolise (&cido sulfénico), em vez de dois passos
sintéticos poderia ter sido realizada esta substituicdo eletrofilica aromatica num anico
passo utilizando como reagente o acido sulfirico fumegante. Neste caso ter-se-ia de
utilizar condigbes mais agressivas uma vez que o acido clorossulfonico é mais reativo
que o &cido sulfdrico.®

E também importante referir que, no passo sintético de clorossulfonacéo, as
condi¢Bes agressivas necessarias (120 °C e 2 h) estdo associadas a existéncia dos

dois atomos de flior em cada anel benzénico os quais sdo desactivadores para a
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substituicdo eletrofilica aromética, devido a sua capacidade atractora de eletrdes por
efeito indutivo. Por outro lado, sdo estes halogénios que direcionam a
clorossulfonacdo para a posicdo meta, uma vez que estes orientam a reacdo para as
posicoes orto/para em relacdo a si. Também é importante referir que no processo de
clorossulfonacdo sé ocorre a substituicdo de um hidrogénio por um grupo cloreto de
sulfonilo em cada anel aromético, porque este grupo € um forte desactivador, tornando
dificil a segunda reacgéo de clorossulfonacéo.®

Posteriormente realizou-se a sintese da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-
sulfonilfenil)bacterioclorina através do processo de reducdo com p-toluenossulfonil-
hidrazida, pelo método sem solvente (figura 2.5).° Neste sentido, misturou-se 1
equivalente de 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)porfirina  com 40
equivalentes de p-toluenossulfonil-hidrazida até formarem um pé fino. Posteriormente
a mistura foi colocada a reagir a 140 °C, em vacuo. A temperatura utilizada é superior
ao ponto de fusdo da p-toluenossulfonil-hidrazida o que faz com que esta funda e atue
como solvente da reacdo, facilitando a reacdo entre os dois sélidos. A reacgdo foi
acompanhada por espectroscopia de UV-visivel e demorou cerca de 2 horas, sendo
que, quando necessério, foi adicionada mais quantidade de p-toluenossulfonil-
hidrazida.

SO3H SOzH

p-toluenossulfonil-hidrazida
(40 eqv.)

140°C, 2h

HO3S HO5S

Figura 2.5- Esquema da sintese da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)bacterioclorina.

Para a purificacdo da 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-
sulfonilfenil)bacterioclorina foram testadas varias técnicas. Nesta purificagdo o objetivo
foi a eliminag&o tanto do agente redutor (p-toluenossulfonil-hidrazida), como também
dos seus produtos secundarios, ou seja, o acido p-toluenossulfénico e a hidrazina.

Para estudar a efichcia das técnicas de purificagdo recorreu-se a
espectroscopia de RMN H, a cromatografia de camada fina, com uma mistura de
acetona/acetonitrilo/metanol/trietilamina (16:4:1,5:1) como eluente, e a espectroscopia
de UV-visivel, a qual péde ser utilizada uma vez que o acido p-toluenossulfénico e a p-

toluenossulfonil-hidrazida apresentam uma banda de absor¢do com maximo a 260 nm.
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A primeira técnica de purificagcdo utilizada foi a cromatografia de adsor¢do em
coluna, como foi descrito no procedimento geral de sintese de bacterioclorinas pelo
método sem solvente.® Nesta utilizou-se silica gel de fase reversa (C18), sintetizada a
partir de silica 607, e o composto foi eluido com agua:metanol (3:2). Apés a eluicédo do
crude da reacdo efetuou-se RMN H em metanol deuterado. Neste observou-se a
existéncia de uma grande quantidade de picos associados a protdes de compostos
aromaticos na regido de desvio quimico entre 8,50 e 7,00 ppm (figura 2.6). Os picos
de maior intensidade entre 7,85 e 7,20 ppm correspondem a protdes do acido p-
toluenossulfénico e da p-toluenossulfonil-hidrazida, e os picos com menor intensidade
na regidao entre 8,34 e 8,21 ppm sao correspondentes aos 4 protbes 3 ligados aos
carbonos insaturados e aos 4 protdes em posicdo para nos anéis benzénicos. Os
picos referentes aos 4 protbes em posicdo meso dos anéis benzénicos tém uma
intensidade baixa e estdo sobrepostos pelos picos das impurezas. Permitindo concluir

gque a amostra ndo se encontrava pura.
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Figura 2.6- Gama de desvios quimicos entre 8,5 e 7,0 ppm do espectro de RMN H da bacterioclorina em
metanol deuterado resultante do método de purificagdo por cromatografia de adsorgdo em coluna com

silica de fase reversa (C18).

Posteriormente foi explorada a purificagdo por cromatografia de exclusédo
molecular por tamanho, com uma coluna Sephadex G-10 utilizando &gua como
eluente. Esta coluna € constituida por um gel com um limite de exclusdo molecular de
700 g/mol, ou seja, apresenta poros de tamanho suficiente para a entrada de

moléculas com peso molecular inferior a 700 g/mol. Foram realizadas varias
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purificacdes onde se variou o fluxo do eluente de 2,5 a 1,0 mL/min e cada uma das
varias fracdes que continham a bacterioclorina foram analisadas por RMN H em
metanol deuterado. A bacterioclorina, o 4cido p-toluenossulfonil e a p-toluenossulfonil-
hidrazida apresentam os pesos moleculares de 1082,9 g/mol, 172,0 g/mol e 186,0
g/mol, respetivamente, os quais deveriam permitir & separacdo destas moléculas
aquando da sua passagem pela coluna. No entanto, pelos espectros de RMN H
(figura 2.7) observou-se que este método de purificacdo também nao foi eficaz, pois
continuou a existir contamina¢do com os produtos secundarios da reducéo de porfirina
a bacterioclorina, mesmo para as primeiras fracdes, as quais deveriam apresentar
uma maior pureza, uma vez que a bacterioclorina € a molécula de maior peso
molecular, e assim a primeira a ser eluida.
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Figura 2.7- Gama de desvios quimicos entre 8,5 e 7,0 ppm do espectro de RMN H da fracdo mais pura
recolhida da purificagdo com a coluna Sephadex G-10 eluida com um fluxo de 2,5 mL/min de agua, em

metanol deuterado.

Por fim, realizou-se a purificagdo por precipitacdo. Para isto dissolveu-se o
crude da reacdo numa pequena quantidade de metanol, de forma a dissolver tanto a
bacterioclorina como o &cido p-toluenossulfonil e a p-toluenossulfonil-hidrazida.
Posteriormente foi adicionado um volume cerca de 40 vezes superior de THF, o que
levou a precipitacdo da bacterioclorina, que € insolivel neste solvente, tendo as
impurezas permanecido em solugdo. De seguida, a solucdo foi filtrada a pressao
reduzida de modo a que as impurezas passassem pelo funil e o composto de interesse
ficasse retido neste. Por fim, o solido foi removido do funil por dissolucdo em

metanol/etanol e o solvente evaporado.
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Foi realizado RMN deste sélido em DMSO deuterado (figura 2.8). Neste
espectro é possivel identificar os picos dos protdes da bacterioclorina, sendo que o0s
picos dos 4 protbes B ligados aos carbonos insaturados apresentam um desvio
guimico de 8,12 - 8,09 ppm, os 4 protdes em posicdo para nos anéis benzénicos tém
um desvio quimico de 8,07 - 8,05 ppm, os 4 protbes em posiCA0 Meso nos anéis
benzénicos tém um desvio quimico de 7,46 — 7,42 ppm, os 8 protdes B ligados aos
carbonos saturados tém um desvio quimico de 4,05 — 3,97 ppm, e também ¢é possivel
observar o pico dos 2 protdes centrais ligados aos atomos de azoto com desvios
quimico de -1,45 ppm. Com desvio quimico de -1,61 ppm encontra-se 0 pico
correspondente aos 2 protdes centrais ligados aos atomos de azotos das
bacterioclorinas que apresentavam menor grau de substituicdo de grupos sulfonilo.
Utilizou-se a relagéo entre as areas dos picos referentes a estes protdes e observou-
se que consistia numa contaminacao de 11,2%. Além disto, é ainda possivel verificar a
existéncia de uma pequena contaminacao pelos produtos secundarios da reducao,
devido a existéncia dos picos entre 7,52-7,48 ppm.

Utilizando este método de purificacdo obteve-se um rendimento para a reagao
de reducdo de 63%, o qual é inferior ao rendimento descrito da literatura® de 85%.
Uma das solucdes para melhorar este rendimento a consiste em aumentar a area de
contacto entre a p-toluenossulfonil-hidrazida e a porfirina através de uma melhor
mistura entre estas antes de iniciar a reducao.

O processo de purificagdo por precipitacdo apresenta varias vantagens
comparativamente com a cromatografia de adsor¢cdo em coluna e a cromatografia de
exclusdo molecular com a Sephadex G-10. Por um lado, é mais econémico pois nao
envolve a utilizagdo de qualquer fase estacionaria, a qual € comum nos métodos
cromatogréficos, neste caso a silica de fase reversa (C18) para a cromatografia de
adsorcdo em coluna e o gel da coluna Sephadex G-10, e que torna 0 processo mais
dispendioso e dificulta a transposi¢@o do processo para larga escala. Por outro lado, é
necessario ter em conta o caracter instavel das bacterioclorinas associado a oxidagéo
destas a porfirinas quando ndo se encontram em atmosfera inerte e sobretudo a
temperaturas elevadas. Por isso, 0s processos de purificacdo devem ser rapidos e a
secagem do solvente ap0s purificacdo ndo deve envolver temperaturas elevadas de
forma a diminuir ao maximo a oxidacdo. A este nivel o processo de purificagdo por
precipitacdo apresenta-se vantajoso uma vez que € muito mais rapido que 0s outros
dois processos. Além disto, no final do processo de purificacdo por precipitacdo a
bacterioclorina fica solubilizada em metanol/etanol, os quais séo possiveis de evaporar
a temperaturas reduzidas. Nos outros dois casos a bacterioclorina apés purificacao

encontra-se solubilizada em agua, e devido a temperatura elevada necesséria para a
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evaporacdo deste solvente ndo se pode recorrer ao evaporador rotativo, sendo

necessario recorrer a um liofilizador, o que torna o processo de purificacdo mais
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Figura 2.8- Espectro de RMN *H da bacterioclorina em DMSO deuterado ap6s purificacdo por

precipitacao.
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Capitulo 2

2.2 Conclusao

O processo sintético de produgdo da LUZ10 é simples e envolve apenas 4
passos sintéticos, o que € uma carateristica desejavel num fotossensibilizador com
interesse comercial.

O primeiro passo sintético € o Unico que apresenta um rendimento quimico
baixo, sendo de interesse futuro aumentar este rendimento pelo uso de outros
métodos, como por exemplo o método do NaY.8

No segundo passo da via de sintese da LUZ10 fez-se reagir a 5,10,15,20-
tetraquis(2,6-difluorofenil)porfirina  com um excesso de &cido clorossulfonico a
temperatura de 120 °C durante 2 horas de forma a que ocorra a clorossulfonacdo nos
gquatro anéis benzénicos da porfirina, procedendo-se posteriormente a hidrolise destes
grupos. Tal como foi discutido, nesta sintese ndo é pretendida a posterior
condensacdo do grupo clorossulfénico com outro grupo, mas sim da producdo do
grupo acido sulfénico. Sendo de interesse substituir este processo com uma sequéncia
de dois passos para um processo com um Unico passo.

O ultimo passo sintético consiste na redugdo da porfirina a bacterioclorina.
Nesta a porfirina deve ser bem misturada com o agente redutor, de forma a aumentar
a area de contacto e assim maximizar o rendimento deste processo.

O processo de purificagdo por precipitacdo apresenta varias vantagens
comparativamente com a cromatografia de adsor¢cdo em coluna e a cromatografia de
exclusdo molecular com Sephadex G-10. Este processo de purificacdo € mais
economico, pois nao envolve a utilizacdo de qualquer fase estacionaria a qual é
utilizada nos outros dois métodos cromatograficos. Por outro lado este processo é
mais rapido e a secagem do solvente envolve menores temperaturas o que diminui a
probabilidade de oxida¢éo da bacterioclorina a porfirina.

A 5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)bacterioclorina (LUZ10)
apresenta na sua estrutura atomos de flior que melhoram as propriedades fotofisicas
da molécula, e quatro grupos sulfonilo que a tornam solavel em agua, néao
necessitando de agentes solubilizadores na sua formulacdo, o que € uma vantagem

comparativamente com fotossensibilizadores hidrofébicos.
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Estudos fotofisicos

Como foi referido no capitulo 1 uma molécula deve apresentar certas
propriedades fotofisicas para ser um bom farmaco fotossensibilizador em terapia
fotodindmica. Deve apresentar uma banda de absor¢éo na janela fototerapéutica (650-
850 nm) com um coeficiente de extincdo molar superior a 10° Mt cm?, um rendimento
quantico de fluorescéncia (@) proximo de 0,2, um rendimento quéantico de estado
tripleto (&) superior a 0,7, um tempo de vida do estado tripleto (zy,) superior a 100 ps
e um rendimento quéantico de oxigénio singuleto (®,) superior a 0,5. Para além destas
propriedades, o PS deve ser fotoestavel, ou seja, deve apresentar um rendimento
quantico de fotodecomposigéo (®p4) inferior a 10-°.12

Assim, de forma a averiguar se a molécula apresentava as propriedades
necessarias para ser um bom fotossensibilizador foi estudado o espectro de absor¢éo
UV-visivel, o espetro de emissdo e de excitacdo de fluorescéncia, o espectro de
absorcgéo transiente, os tempos de vida do estado tripleto na presenca e na auséncia de
oxigénio, os decaimentos de fosforescéncia do oxigénio singuleto e a fotodegradacao
da LUZ10.

3.1 Estudos fotofisicos da LUZ10

Um modelo simples para interpretar a estrutura eletrénica das bacterioclorinas
foi proposto no inicio dos anos 60 por Gouterman.®> Neste modelo sédo consideradas
as duas orbitais moleculares ocupadas de maior energia, HOMO (do inglés “highest
occupied molecular orbital”), designadas por ai, € az, € as duas orbitais moleculares
desocupadas de menor energia, LUMO (do inglés “lowest unoccupied molecular

orbitals”), designadas por egx e egy (figura 3.1).

" L C2 (Egy) [ [ LUMO +1
S
=
S
0 ¢ (eg) 5 . LUMO
[1°]
s 5| . al q
%
< b, (a;,) HOMO
[T}
b, (a5,) HOMO -1

Figura 3.1- Esquema do modelo tedrico das quatro orbitais de Gouterman para as bacterioclorinas, e as
possiveis transi¢gfes eletrénicas.

Este modelo permite explicar as bandas observaveis no espectro caracteristico

das bacterioclorinas. A banda associada a transicdo mais energética, a,, — egy, € a
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banda By, a segunda transicdo mais energética ocorre entre as orbitais moleculares ai
— egy e corresponde a banda By, posteriormente existe a transigdo entre as orbitais
moleculares az, — €gx, que corresponde a banda Qy, e por fim a transicdo menos
energética ocorre entre as orbitais moleculares a1y — egxe corresponde a banda Qy. Os
nomes das bandas estdo de acordo com a terminologia descrita por Platt.®

A lei de Beer-Lambert estabelece uma relacdo de proporcionalidade direta entre
a fracdo de luz incidente absorvida num determinado comprimento de onda, o
coeficiente de extincdo molar (L mol? cm™), a concentracdo da amostra (mol L?) e o
comprimento do percurso 6tico (cm) (equacdo 3.1).7

AQ)
lc

AN =eMlc o (V) = (equacéo 3.1)

Com recurso a esta lei e utilizando uma cuvete com um percurso 6tico de 1 cm,
foram determinados os coeficientes de extingdo molar da LUZ10 em etanol e em PBS.
Utilizou-se etanol porque é um solvente frequentemente utilizado na literatura, e assim
permite comparacdes entre fotossensibilizadores, por outro lado, utilizou-se PBS pela
necessidade futura de preparar solucdes neste solvente.

Neste sentido, foram preparadas solu¢Ges deste com concentracdes entre 10°
e 10, das quais se fizeram espectros de absorcédo. Posteriormente, foi representada
graficamente a absortividade do maximo de absorcéo, para cada banda, em funcéo da
concentracdo das solugdes preparadas. Procedeu-se ao ajuste linear destes pontos, de
forma a obter o coeficiente de extingdo molar que corresponde ao declive da reta obtida.
O valor de coeficiente de extingdo molar, para cada banda, foi obtido com uma média
de trés experiéncias independentes. Na figura 3.2, apresenta-se a titulo de exemplo, a
sobreposicdo dos espectros de absor¢cédo no UV-visivel para as varias concentracdes de
fotossensibilizador, de uma medicao, e respetiva representacdo grafica da absorvancia
em fungdo da concentragdo para a banda Qy da LUZ10 em etanol (A) e PBS (B).

Os maximos das quatro bandas do espetro de absorcéo do fotossensibilizador e
0s correspondentes coeficientes, em etanol e em PBS, sdo apresentados na tabela 3.1.
Obteve-se uma boa correlacéo entre a reta ajustada e os pontos para todas as bandas
0 que indica que, para a gama de concentracdes utilizadas, ndo se observam desvios a

lei de Beer-Lambert e assim sendo ndo ocorreu agregacéo da molécula.
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Figura 3.2- Sobreposicéo dos espectros de absorgdo no UV-visivel para as varias concentragdes de
fotossensibilizador, de uma medicgéo, e respetiva representagdo grafica da absorvancia em funcéo da

concentragdo para a banda Qy da LUZ10 em etanol (A) e PBS (B).

Tabela 3.1- Maximos das quatro bandas de espetro de absor¢éo do fotossensibilizador e os

correspondentes coeficientes de extingdo molar, em etanol e em PBS.

Absorcao
By BX QX Qy
Amax € x10° Amax € x10° Amax € x103 Amax £ x103
[nm] [M*cm?] [nm] [Mlcm?] [nm] [M1cm?] [nm] [M?!cm?
WUZLOCM 344 042330 371 98624 507 351%09 746 686+18
LUeZt;'r?O?m 345 53,7+2,3 372 56,4%+0,8 506 21,0+0,2 742 40,0+0,6

Os coeficientes de extincdo molar observados, em todas as bandas, para a
molécula em PBS sdo superiores aos observados em etanol. Esta diferenca deve-se
principalmente a pureza da amostra ao nivel dos produtos de oxidacdo da

bacterioclorina. Sendo observavel na regido préxima dos 400 nm dos espectros que
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relacionam a absorvancia com os comprimentos de onda (figura 3.2) uma banda que
esta associada a uma pequena contaminacao por clorina/porfirina. Esta banda é mais
evidente no espectro em etanol do que no espectro em PBS, o0 que leva a crer que o
lote de LUZ10 que foi utilizado para fazer o calculo dos coeficientes em etanol
encontrava-se com um maior grau de contaminacao que o utilizado no estudo em PBS.

A banda de interesse em terapia fotodinAmica é a banda de comprimento de
onda superior, Qy, uma vez que esta se encontra na janela fototerapéutica. O coeficiente
de absortividade molar obtido para esta banda é inferior ao referido na literatural? como
o ideal (10° Mt cm™), o que pode ser devido a existéncia de contaminacédo. Sendo
possivel que na auséncia desta contaminacgédo o coeficiente de extingdo molar da banda
Qy seja igual ou superior ao valor da literatura.

Tal como foi referido no capitulo 1, quando uma molécula no estado fundamental
(So) absorve luz, transita para um estado singuleto excitado de maior energia (S,, com
n=1, 2, ...). De seguida, ocorre um decaimento, através de processos nao radiativos,
gue termina com a formacdo do estado excitado singuleto de menor energia (Si1),
obedecendo a regra de Kasha.? Neste estado o fotossensibilizador pode retornar ao
estado fundamental (So) de forma néo radiativa, num processo de conversao interna, ou
através de um processo com emissao de radiacao, designado por fluorescéncia, ou
pode ainda, retomar ao estado fundamental de forma indireta, sofrendo conversao
intersistemas e gerando o estado tripleto.

O processo de fluorescéncia da LUZ10 foi estudado através da realizagdo de
espectros de excitacdo e emissdo, 0s quais permitiram o célculo do rendimento quantico
de fluorescéncia. O rendimento quantico de fluorescéncia consiste na razéo entre o
namero de fotdes emitidos por fluorescéncia e o nimero de fotdes absorvidos, o qual

pode ser calculado pelo método comparativo®©:

pRef _F*Arer *1n?

Pp = P Frey - A+ 1Eoy (equacéo 3.2)

Este método permite calcular o rendimento quantico de uma molécula por
comparacao de espectros de emissdo de fluorescéncia da amostra com os de uma
referéncia previamente estudada. A equacdo estabelece uma relagdo entre o
rendimento quéantico de fluorescéncia da molécula em estudo (¢5) e os integrais da
banda de fluorescéncia dos espectros de emisséo (F e Frer, para a molécula em estudo
e a referéncia, respetivamente), a absorvancia das solugbes de ambas as moléculas no
comprimento de onda de excitacao (A e Arer, para a molécula em estudo e a referéncia,
respetivamente) e os indices de refracéo dos solventes de cada uma das solugdes (n e

Nref, Para a molécula em estudo e a referéncia, respetivamente).
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De forma a obter este rendimento quéantico utilizou-se como referéncia o HITCI
(®r =0,283 em etanol)®, tendo-se excitado as moléculas com radiacdo no comprimento
de onda de 736 nm. Os espectros de emissdo, da LUZ10 e do HITCI, apresentaram
apenas uma banda (figura 3.3).

10 R ——Luz10
A —— HITCI

0,8

0,6

0,4 1

0,2 1

Intensidade de fluorescéncia normalizada

0'0 T T T T 1 N 1
700 800 900 1000 1100
Comprimento de onda / nm

Figura 3.3- Espetros de emissdo da LUZ10 e da referéncia HITCI utilizando o comprimento de onda de

excitacao de 736 nm.

O rendimento quéntico de fluorescéncia obtido para a LUZ10 foi 0,178 (tabela
3.2). Este baixo rendimento estd associado a presenca dos atomos de fluor nos anéis
benzénicos da LUZ10, os quais pelo efeito do atomo pesado, promovem o processo de
cruzamento intersistemas em detrimento do processo competitivo de fluorescéncia.'* O
rendimento quantico de fluorescéncia referido na literatura como ideal é cerca de 0,2, 0
gual ndo esta associado ao melhoramento das propriedades de geragédo de ROS, mas
sim devido a quantificagdo da molécula por fluorescéncia. O rendimento quantico de
fluorescéncia obtido para a LUZ10 é ligeiramente inferior ao encontrado na literatura
para a molécula ideal, o que € vantajoso, uma vez que, sugere uma elevada formacao
do estado tripleto e, ao mesmo tempo é suficientemente elevado para que o
fotossensibilizador possa ser quantificado por fluorescéncia, como € realizado no estudo
de biodistribuicdo e farmacocinética apresentado e discutido no capitulo 5 desta
dissertacao.

Ainda foram estudados os espectros de excitacdo na gama 300-800 nm,
utilizando como comprimentos de onda de emissédo 744 nm e 650 nm (figura 3.4). Ao
fixar o comprimento de onda de emissé@o nos 744 nm, no qual se encontra a banda de
fluorescéncia da bacterioclorina, é observavel o espectro de emissao da LUZ10, o qual
nado apresenta, na regido préxima dos 400 nm, a banda de contaminacao por produtos

de oxidacao visivel nos espetros de absorcdo UV-visivel (figura 3.2). Posteriormente, de
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forma a confirmar a correspondéncia da banda no comprimento de onda préximo dos
400 nm ao produto de oxidacao, clorina, foi fixado o comprimento de onda de emisséo
a 650 nm, no qual se encontra a banda de fluorescéncia da clorina. No espectro obtido
séo observaveis, com maior intensidade, as bandas Soret e Qy, carateristicas deste tipo
de moléculas com comprimento de onda maximo de 402 nm e 652 nm, o que confirma

a existéncia de clorina.

— Espectro de excitagdo com A =744 nm
—— Espectro de excitagdo com i = 650 nm

1,04

0,8

0,6

0,4

0,2

Intensidade de fluorescéncia normalizada

0,0 T T T T T T T T T ; T T T T T

L —
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda / nm

Figura 3.4- Espectros de excitagdo com comprimentos de onda de emissdo de 650 nm e 744 nm.

Posteriormente, foram estudadas as caracteristicas do primeiro estado tripleto
(T1), mais propriamente, foi efetuado o espectro de absorcdo transiente do
fotossensibilizador e os respetivos tempos de vida na presenca (z;) € na auséncia de
oxigénio (zy,), recorrendo a técnica de fotdlise por relampago. Neste sentido, foram
preparadas solugbes em etanol com valor de absorvancia entre 0,3 e 0,4 no
comprimento de onda de excitagao (Aex=355 nm).

O espectro de absorgéo transiente (figura 3.5), é gerado pela variacdo de
densidade o6tica (AOD), ou seja, a diferenca entre a intensidade de absorcéo do estado
tripleto (T1) e do estado singuleto (So), em funcdo do comprimento de onda. Assim, as
bandas positivas surgem aquando da absor¢éo de luz no estado excitado tripleto (T.) e
excitacdo deste para um estado tripleto de maior energia (Ty), por outro lado, as bandas
negativas surgem pela menor quantidade de moléculas de fotossensibilizador no estado
fundamental aquando da medicédo da absorcédo, apds serem excitadas pelo laser. Desta
forma, como era expectavel, as bandas negativas encontram-se nos comprimentos de
onda que correspondem as bandas de absorcdo do estado singuleto. As bandas

positivas surgem nas gamas de comprimentos de onda 300-330 nm, 380-410 nm, 420-
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470 nm, 550-590 nm, 760-800 nm, as quais sdo caracteristicas do espectro de absor¢éo

transiente deste tipo de bacterioclorinas??.
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Figura 3.5- Sobreposi¢ao dos espectros de absorcéo transiente e absorcao de estado singuleto do

fotossensibilizador normalizados.

De forma a definir os tempos de vida do estado tripleto na presenga e na
auséncia de oxigénio, foram realizadas médias de trés tempos de vida do estado tripleto,
obtidos com o ajuste dos decaimentos a uma fungdo monoexponencial, em diferentes
comprimentos de onda. Na figura 3.6 apresenta-se a titulo de exemplo, o ajuste de dois

decaimentos, um para o estudo na presenca (A) e outro na auséncia de oxigénio (B).
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Figura 3.6- Decaimentos obtidos por fotélise por relampago no comprimento de onda 780 nm na presenca
(A) e na auséncia de oxigénio (B), e respetivos ajustes a monoexponenciais.

O tempo de vida obtido para o estado tripleto na presencga de oxigénio foi 289 ns
ja na auséncia de oxigénio foi 141 us (tabela 3.2). O tempo de vida deste estado na
auséncia de oxigénio é superior ao valor de 100 s, referido na literatural? como o tempo
de vida necessério para um bom fotossensibilizador e, por outro lado, a diferenga de
trés ordens de grandeza entre os tempos de vida do estado tripleto na presenga e na

auséncia de oxigénio, confirma a supressédo deste estado da LUZ10 pelo oxigénio. A
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constante de supresséo (kq)'?, que consiste na constante de transferéncia de interagéo
e supresséo do estado tripleto de um fotossensibilizador com o oxigénio molecular, pode
ser calculada a partir dos tempos de vida do estado tripleto e da concentracdo de

oxigénio no solvente utilizado ([O2] = 2,1 x102 M, em etanol)*:

11
o= K +kql0;] © kg = % (equacéo 3.3)

A constante de supresséo obtida para a LUZ10 foi de 1,6 x10° M* s, Esta
supresséo pode ocorrer tanto por processos de transferéncia de eletréo (reagdes do tipo
), como por processos de transferéncia de energia (reagdes do tipo Il). O segundo tipo
de processos pode ser estudado através do calculo do rendimento quéantico de oxigénio
singuleto (®,). Este rendimento quéantico consiste na razdo entre o nimero de moléculas
de oxigénio que fosforescem pelo nimero de moléculas de fotossensibilizador que
foram excitadas. Para o calculo deste parametro foi utilizada uma estratégia semelhante
a utilizada para a determinagéo do rendimento quéantico de fluorescéncia, que se baseia
num método comparativo!4, o qual também utiliza uma referéncia que neste caso é a
fenalenona (@, = 0.95, em etanol)®®. Neste sentido foram preparadas solucGes de
LUZ10 e fenalenona com absorvancia aproximada de 0.3 a 355 nm, as quais foram
sujeitas a excitacdo a 355 nm com diferentes energias do laser e posterior medicao da
emissédo de fosforescéncia a 1270 nm. Os decaimentos obtidos para cada energia do

laser s&@o ajustados a uma funcdo monoexponencial, como € demonstrado na figura 3.7.
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Figura 3.7- Decaimentos do estado singuleto do oxigénio (emisséo de fosforescéncia) para a fenalenona,
com energia relativa do laser de 11,0 (A) e para a LUZ10, com energia relativa do laser de 12,0 (B), e os

respetivos ajustes a monoexponenciais.

Das equaces obtidas com o0 ajuste sao retirados os fatores pré-exponenciais
(A) e os respetivos erros, 0s quais sao utilizados para construir um novo gréafico que

relaciona estes fatores com a intensidade do laser (figura 3.8).
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Figura 3.8- Ajuste linear dos valores pré-exponenciais em fun¢do da energia do laser, para a fenalenona
(A) e a LUZ10 (B).

Estes pontos séo ajustados a uma funcao linear, de forma a obter o declive
desta, que consiste no fator de correlacdo entre a intensidade do laser e a intensidade
de fluorescéncia, o qual € utilizado na equacédo 3.4 de forma a obter o rendimento
quéantico pretendido. O ajuste a uma fungéo linear para a solucéo de LUZ10 foi limitado
a um maximo de energia relativa do laser de cerca de 10, uma vez que a partir desta
energia foi visivel uma saturacdo do estado tripleto do fotossensibilizador, observavel

pela diminuigédo do declive da reta de ajuste.

—-A
Re S 1-10 “Ref
® f

Pp= P A Srer (equacao 3.4)

Onde, S e Srer Sa0 0s fatores de correlacéo para a LUZ10 e referéncia, respetivamente,

A e Aret correspondem a absorvancia da amostra e da referéncia a 355 nm,

respetivamente, e cbfef corresponde ao rendimento quantico de oxigénio singuleto da
referéncia.

Recorrendo a uma média de quatro medi¢Bes independentes obtivemos o valor
de rendimento quéntico de oxigénio singuleto para a LUZ10 de 0,37. Este valor é inferior
ao referido na literatura como ideal (¢, = 0,50), o que significa que esta molécula nao
produz tanto oxigénio singuleto (reacéo do tipo Il) como seria desejado, por outro lado,
a LUZ10 pode compensar esta menor producao de oxigénio singuleto com uma maior
geracdo de ROS através de reagbes do tipo I, culminando com o efeito desejado
aguando do tratamento.

Por fim foi estudada a fotoestabilidade da LUZ10, tendo para isto sido preparada
uma solugdo em PBS/MeOH (2:3) com absorvancia de 1 no comprimento de onda 742

nm, a qual foi irradiada com um laser a 750 nm. A diminuicdo da intensidade da banda
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de absorcao, devido a fotodegradacéo, foi acompanha ao longo do tempo (figura 3.9),
a este gréfico foi ajustada uma equacao monoexponencial de forma a obter a constante

de meia vida do fotossensibilizador (k).
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Figura 3.9- (A) Sobreposicédo de espectros de absor¢cdo UV-visivel com diferentes tempos de exposi¢éo
ao laser. (B) Grafico da absorvancia da banda a 742 nm ao longo do tempo e respetivo ajuste a uma

monoexponencial.

A constante de meia vida do fotossensibilizador (k) é utilizada na equagéo 3.5,

de forma a calcular o rendimento quantico de fotodecomposicao (®pq):

_ Virr. Na. h. . Apanda - k
) d = —A
D g.1.1.P. (1-10"“laser)

(equacéo 3.5)

Onde Vi é o volume irradiado, Na é a constante de Avogadro, h é a constante de Planck,
c é a velocidade da luz, Ananda € @ absorvancia inicial no comprimento de onda com o
maximo da banda de interesse, k € a constante de meia vida, € é a absortividade molar
na banda analisada, | é largura da cuvete, 41 é o comprimento de onda da luz
monocromatica do laser, P é a poténcia da luz incidente e Aiser € absorvancia inicial no
comprimento de onda da luz do laser.

Recorrendo a esta equagdo obteve-se o0 rendimento quéantico de
fotodecomposicdo (®,q) da LUZ10 de 4x10®°. Apesar do rendimento obtido ser
ligeiramente superior ao encontrado na literatura como ideal ( @pq < 10°) é
suficientemente baixo para podermos considerar o fotossensibilizador como fotoestavel.
E importante que o fotossensibilizador seja fotoestavel, principalmente em protocolos
com irradiacdo extensa, para que ndo ocorra uma diminuicdo da concentragdo do
farmaco demasiadamente rapida e de modo a que n&do seja necessario administrar

doses de farmaco demasiado elevadas para ter o efeito desejado.
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Na figura 3.9 (A) é observavel que, ao longo do tempo de exposi¢cdo do
fotossensibilizador a luz do laser, ocorre uma diminuicdo da intensidade das quatro
bandas caracteristicas da bacterioclorina e um aumento das bandas na regido dos 400
nm e 650 nm, associado a formac&o dos produtos de oxidacao da bacterioclorina.

Na tabela 3.2 sdo apresentadas as -carateristicas fotofisicas do
fotossensibilizador ideal, da LUZ10 e de quatro fotossensibilizadores utilizados na
clinica ou em ensaios clinicos. A LUZ10 tal como os outros dois fotossensibilizadores
baseados em bacterioclorinas (Tookad soluble e redaporfin) apresentam uma banda na
janela fototerapéutica (650-850 nm), gama de comprimentos de onda nos quais a
penetracdo da luz nos tecidos é superior e, assim sendo, permite realizar tratamentos a
profundidades superiores, 0 que € Vvantajoso comparativamente com
fotossensibilizadores que tém por base clorinas (como o temoporfin) e porfirinas (como
o Photofrin) que absorvem nos comprimentos de onda de 650 nm e 630 nm,
respetivamente. O coeficiente de absortividade molar da LUZ10 é inferior ao encontrado
para as outras bacterioclorinas e referido na literatura como ideal, mas mesmo assim é
suficientemente elevado para poder considerar a LUZ10 um fotossensibilizador
promissor, até porque € superior aos coeficientes observados para o0s
fotossensibilizadores Photofrin e no temoporfin, utilizados na clinica.

Ao nivel do rendimento quantico de fluorescéncia, todos os fotossensibilizadores
apresentados na tabela apresentam este parametro inferior ao referido como ideal na
literatura. Este parametro é referido na literatura ndo por melhorar a eficacia de geracéo
de espécies reativas de oxigénio e do tratamento, mas sim por permitir acompanhar o
tratamento por imagiologia de fluorescéncia e por ser Gtil ao nivel da quantificagdo do
fotossensibilizador nos varios estudos em que este esteja envolvido.

Ao nivel do estado tripleto, € crucial para a aplicagdo de uma molécula em PDT
que esta tenha um tempo de vida do estado tripleto suficientemente grande para que
ocorram as reacdes de transferéncia de eletrdo (reacdes do tipo I) ou de energia
(reacdes de tipo Il) as quais levam & geracdo das ROS. O tempo de vida obtido para a
LUZ10 na auséncia de oxigénio foi 141 us, o qual é superior ao referido na literatura. A
constante de supressao (kq) calculada para a LUZ10 (kq= 1,6 x10°M* s!) tem a mesma
ordem de grandeza da encontrada para os outros fotossensibilizadores da tabela, sendo
assim expectavel que a LUZ10 apresente propriedades semelhantes ao nivel da
geracao de ROS. Por outro lado, o rendimento quantico de oxigénio singuleto observado

para a LUZ10 é inferior ao encontrado para a redaporfin e temoporfin, mas superior ao
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calculado para o Photofrin e para o Tookad soluble. O Tookad soluble em solventes
aguosos tem um rendimento quantico de oxigénio singuleto aproximadamente nulo,
uma vez que nestas condicbes, este fotossensibilizador produz ROS quase
exclusivamente por reacdes do tipo | e assim ndo gera diretamente 0 oxigénio singuleto.

Sabendo que a LUZ10 e a redapofin sdo da mesma familia de moléculas e que
ambas apresentam constantes de supressao elevadas e préximas, seria de esperar que
estas apresentassem @, semelhantes, mas tal ndo foi observado. Este facto associado
ao favorecimento das reacdes do tipo Il pela redaporfin e ao potencial de oxidacdo
inferior para a LUZ10 comparativamente com a redaporfin?°, permite supor que a LUZ10
produz ROS nao s6 através de processos do tipo I, mas também através de processos
do tipo I.

A LUZ10 apresenta um rendimento quantico de fotodegradagao (¢,4) proximo
do encontrado para os fotossensibilizadores apresentados na tabela 3.2 e inferior ao
observado para o Tookad soluble, o qual é considerado um fotossensibilizador pouco
fotoestavel, o que € caracteristico das bacterioclorinas de origem natural. As
bacterioclorinas redaporfin e LUZ10 foram desenvolvidas com o intuito superar a falta
de fotoestabilidade frequentemente observada em bacterioclorinas. Esta
fotoestabilidade é conseguida pela presencga de halogénios nas posi¢des orto dos anéis
benzénicos, os quais estabilizam o estado reduzido dos macrociclos tetrapirrélicos,
tanto por efeitos eletrénicos (aumentam o potencial de oxidagdo) como também por
efeitos estéreos. Por outro lado, a presenca de grupos sulfonil nas posicdes meta dos
anéis benzénicos contribui para a estabilizacdo da bacterioclorina pelo aumento dos
efeitos estéreos, e ainda contribui para a solubilidade da LUZ10 em solu¢bes aquosas,
0 que leva a que esta ndo necessite de agentes solubilizantes para a sua administracao,

nem agregue quando administrado.
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3.2 Conclusao

A LUZ10 apresenta as vantagens fotofisicas de ser uma bacterioclorina e ao
mesmo tempo possui grupos substituintes que permitem ultrapassar as desvantagens
frequentemente observadas nesta classe de moléculas, de forma a maximizar a sua
aplicabilidade na terapia fotodinamica.

Devido ao facto de ter por base uma bacterioclorina apresenta a banda de
elevada intensidade caracteristica desta classe de compostos com maximo de absorcdo
préximo dos 750 nm, a qual se encontra dentro da janela fototerapéutica (650-850 nm),
0 que é crucial para a sua aplicagdo em terapia fotodinamica.

Por outro lado, a presenca dos atomos de fluor nas duas posi¢des orto dos anéis
benzénicos promovem, pelo efeito do &tomo pesado, o processo de cruzamento
intersistemas, que contribui para uma maior formacéo do estado tripleto em detrimento
da fluorescéncia, o que, por sua vez, causa 0 baixo rendimento quéantico de
fluorescéncia observado para esta molécula. Pelos estudos das propriedades do estado
tripleto é observavel que a molécula apresenta um tempo de vida deste estado
suficientemente longo para permitir a interagdo da LUZ10 com o oxigénio molecular e a
formacdo de ROS, o que também é confirmado pela constante de supressao (kq)
elevada encontrada para esta molécula. Ao nivel da producéo de oxigénio singuleto, a
LUZ10 apresenta um rendimento quantico consideravel, mas inferior ao observado para
a molécula da mesma familia, redaporfin, o que leva a hipétese de esta molécula
produzir ROS tanto por reac¢des do tipo | como por reag6es do tipo Il, ao contrario da
redaporfin que produz principalmente oxigénio singuleto.

A presenca dos atomos de fluor na LUZ10 também promove a estabilidade do
estado reduzido deste macraciclo tetrapirrélico, tanto por efeitos eletrénicos, uma vez
que aumentam o potencial de oxidacdo da LUZ10, como por efeitos estéreos. A
estabilidade também é promovida pela presenca dos grupos sulfonil, na posicdo meta
dos anéis benzénicos deste fotossensibilizador, uma vez que estes também estdo
associados a efeitos estéreos. A combinacao destes efeitos origina o baixo rendimento
quantico de fotodegradacdo observado para a LUZ10, que é uma propriedade
importante para um fotossensibibilizador. Os grupos sulfonil para além de contribuirem
para a estabilidade também levam a solubilidade da LUZ10 em solu¢bes aquosas,
fazendo com que este fotossensibilizador ndo necessite de agente solubilizadores para
a sua administracao.

Em suma, a LUZ10 combina as boas propriedades fotofiscas carateristicas das
bacteriocloinas, com a estabilidade e solubilidade em &agua gerada pelos grupos

substituintes, essenciais para ser utilizada em terapia fotodindmica. Comparativamente
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com a redaporfin, as propriedades fotofisicas sé@o inferiores, mas tem a vantagem de
ser solivel em solugbes aquosas e, assim sendo, ndo necessitar de ser formulada

aguando da sua administracdo, o que é uma mais-valia.
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Estudos in vitro

Como foi referido no capitulo 1 um bom fotossensibilizador n&o deve ser tdxico
na auséncia da luz ativadora, mas deve ser bastante tdéxico quando excitado por esta
luz. Esta propriedade € uma das propriedades mais importantes de um farmaco
fotossensibilizador pois confere seletividade ao tratamento, uma vez que sé as
moléculas que se encontram na regido irradiada é que sdo ativadas e vao originar
ROS.

4.1 Estudos in vitro da LUZ10

De forma a averiguar se a LUZ10 s6 se apresentava toxica aquando da
irradiagdo com uma luz ativadora, foram realizados estudos in vitro de toxicidade no
escuro (citotoxicidade), ou seja, sem a ativacdo com luz, e de fototoxicidade, onde foi
utilizada uma dose de luz de 6 J/cm2. Ambos os estudos foram realizados com a linha
celular CT26, fibroblastos de carcinoma de colon de Mus musculus (murganho), a qual
apresenta semelhancas com as células do carcinoma colorretal humano ao nivel da
sua elevada agressividade e indiferenciacéo.!

No estudo de toxicidade no escuro as células foram plaqueadas em placas de
96 pocos e incubadas durante 24 horas. Posteriormente foram aplicadas
concentragdes entre 20 e 1000 uM de LUZ10 dissolvida em DMEM e de seguida foram
novamente incubadas por um periodo de 24 horas. Apoés este periodo, os pogos foram
lavados com DMEM e foi avaliada a viabilidade celular com o ensaio colorimétrico
AlamarBlue. Os valores de viabilidade para cada concentracéo, obtidos de pelo menos
trés experiéncias independentes, foram ajustados a uma fungéo sigmoide de forma a
obter a curva de viabilidade celular em fungéo da dose de LUZ10. A partir da qual é
possivel obter o valor de LDsp, ou seja, a dose de composto que leva a morte de 50%
das células. A LDs, obtida nesta linha celular sem a ativagéo da LUZ10 com luz foi de
277 uM (figura 4.2)

Por outro lado, no estudo de fototoxicidade as células foram plaqueadas e
incubadas durante 24 horas. Apés este periodo de incubacéo foram adicionadas, aos
pocos com células, solugbes de LUZ10 em DMEM numa gama de concentracdes
entre 0s 0.06 UM e 20 uM e as células foram incubadas novamente por um periodo de
24 horas. Posteriormente os pocos foram lavados duas vezes com DMEM, de modo a
remover o excesso de fotossensibilizador que nao foi internalizado nas células. De
seguida, os pocos foram irradiados com uma dose de luz de 6 J/cm?. Por fim, foram
incubadas durante 24 horas e, posteriormente foi avaliada a viabilidade celular, da
mesma forma como foi realizado no estudo de toxicidade no escuro (citotoxicidade).

Tal como no estudo de citotoxicidade os resultados foram ajustados a uma funcao
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sigmoide de forma a obter o par@metro LDso. A dose letal que levou & morte de 50%
das células ap6s ativacdo do fotossensibilizador com uma dose de luz de 6 J/cm? foi
0,71 uM (figura 4.2).

Devido ao carater hidrofilico da LUZ10 existia a hipdtese de esta ndo ser
internalizada nas células, uma vez que para isto teria de passar através da membrana
celular, que na regido central é hidrofébica. De forma a observar se ocorre
internalizacdo celular da LUZ10, as células foram incubadas com LUZ10 durante 24
horas. Posteriormente foram lavadas com DMEM e observadas ao microscoépio, onde
foram excitadas com uma luz verde (gama de comprimentos de onda 480-550 nm) de
forma a observar a fluorescéncia da LUZ10 (figura 4.1). Através da fluorescéncia da

LUZ10 é observavel que este fotossensibilizador se encontra internalizado nas células.

Figura 4.1- Imagem da linha celular CT26 incubada com LUZ10 observada com luz branca (A) e
observada apés excitacdo com luz na gama de comprimentos de onda 480-550 nm (B), ambas com
magnificacdo de 100 vezes.
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Figura 4.2- Curvas de viabilidade célula, em percentagem, em funcéo da dose de LUZ10 para os estudos

de citotoxicidade e fototoxicidade (6 J/cm?) e os respetivos valores de LDso.

Ao comparar os valores de LDsy para os estudos de citotoxicidade e

fototoxicidade da LUZ10 observou-se a existéncia de uma grande gama de
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concentracdes de fotossensibilizador, na qual este s6 € toxico se for ativado com luz.
Esta propriedade é essencial para a aplicacdo deste fotossensibilizador em terapia
fotodinAmica, uma vez que confere seletividade ao tratamento.

Na tabela 4.1 sdo apresentados os valores de LDsp ha auséncia e presenca de
luz (6 J/cm?) para a linha celular CT26, eficiéncia fotodinamica (PE), peso molecular e
o coeficiente de particdo octanol-agua (Log Pow), para a LUZ10 e redaporfin.

A eficiéncia fotodindmica (PE, do inglés Photodynamic Efficiency), é um
parametro que permite fazer comparacdes entre fotossensibilizadores em estudos in
vitro.? A PE é obtida pela razdo entre a LDso obtida no estudo de citotoxicidade no
escuro e a LDso obtida no estudo de fototoxicidade, ambas calculadas para a mesma

linha celular (equagéo 4.1).

PE = LDsq(citotoxicidade)
LDsq(fototoxicidade)

(equacéo 4.1)

Tabela 4.1- Parametros de LDso de estudos de citotoxicidade e fototoxicidade (6 J/cm?) com a linha
celular CT26, eficiéncia fotodinamica (PE), peso molecular e o coeficiente de particdo octanol-agua (Log
Pow) para a LUZ10 e para a redaporfin.

LDso LDso Peso Log
(citotoxicidade) (fototoxicidade) PE Molecular - Ref
[uM] [uM] (g/mol)
redaporfin 2734 0,06 4550 1135,11 1,9 8
LUZ10 277 0.71 390,1 1082,94 -1,440

[a] a baixa solubilidade da redaporfin em meio aquoso ndo permitiu preparar a
concentracdo necessaria para obter o LDso (citotoxicidade), assim esta foi obtida por
extrapolacao através de uma curva de regressao nao linear; [c] este valor foi obtido

da literatura®.

Ao comparar o valor de eficiéncia fotodindmica da LUZ10 com o da redaporfin
observou-se que esta é cerca de 12 vezes inferior, o que sugere que a LUZ10
apresenta um efeito terapéutico inferior a Redaporfin.

A diferenca de eficiéncia fotodindmica entre a LUZ10 e a redaporfin, pode estar
associada a discrepancia ao nivel do coeficiente de particdo octanol-agua. Como a
LUZ10 é mais hidrofilica que a redaporfin, é provavel que esta apresente maior
dificuldade na permeacdo da membrana celular, ou seja, que ocorra uma menor
internalizacdo celular. Isto leva a que uma menor quantidade de LUZ10,
comparativamente com redaporfin, seja ativada aquando da irradiagdo de um poco

gue foi incubado com as mesmas concentracdes destes fotossensibilizadores. Como o
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tipo de tratamento que pretendemos realizar in vivo, € uma terapia fotodindmica ao
nivel vascular, ndo é tao determinante a capacidade do fotossensibilizador internalizar
nas células. Isto leva a crer que apesar dos resultados in vitro da LUZ10 serem
inferiores aos encontrados para a redaporfin, esta diferenca pode ndo ser tdo notoria
nos resultados in vivo.
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4.2 Conclusao

Os valores de LDsp obtidos para a LUZ10 nos estudos de citotoxicidade (277
uUM) e fototoxicidade (0,71 uM), com uma dose de luz de 6 J/cm?, estabelecem uma
grande gama de concentragdes de fotossensibilizador, na qual este s6 é toxico se for
ativado com luz. Esta gama de concentracdes de fotossensibilizador é essencial para
a aplicagdo deste fotossensibilizador em terapia fotodindmica, uma vez, que esta
confere seletividade e seguranga ao tratamento.

As comparacdes realizadas entre os estudos in vitro da LUZ10 e da redaprofin,
levam a crer que a segunda apresenta melhores propriedades para ser utilizada em
terapia fotodindmica. Esta conclusdo pode ser precipitada uma vez que as moléculas
ndo apresentam a mesma capacidade de internalizagdo celular. Desta forma, para
confirmar a utilidade da LUZ10 como fotossensibilizador em terapia fotodinAmica
devem ser realizados estudos in vivo, 0s quais sdo melhores modelos experimentais

do tratamento vascular realizado na clinica.
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Estudos in vivo

Tendo em conta as propriedades favoraveis apresentadas nos estudos
anteriores, foram realizados estudos in vivo com a LUZ10. Um bom fotossensibilizador
em estudos in vivo, ndo deve ser toxico na auséncia de luz ativadora, mas levara a
destruicdo do tumor quando é irradiado com luz no comprimento de onda adequado.
Além disso, é importante que o fotossensibilizador tenha a capacidade de se acumular
no tecido alvo (tumor) mas ndo nas células saudaveis, acentuando assim o dano
causado ao tumor e minimizando os efeitos secundarios.! Estas propriedades levam a
existéncia de uma dupla seletividade devido a: 1) seletividade e acumulagéo no tecido
alvo e 2) ativacao do fotossensibilizador exclusivamente no local onde ocorre irradiacao.
Para além destas propriedades também é importante que o fotossensibilizador seja
rapidamente eliminado do organismo, de forma a reduzir os possiveis efeitos
secundarios.

Com a finalidade de encontrar a dose de luz e dose de fotossensibilizador
eficazes, com um intervalo entre a administracdo e a irradiacéo (DLI, do inglés drug-to-
light interval) de 15 min, que conduzem ao tratamento dos animais, foi realizado um
estudo exploratorio de terapia fotodinamica. Foi utilizada a DLI de 15 minutos, porque
apoés este periodo ja ocorreu uma homogeneizacdo do fotossensibilizador pela
vasculatura, mas ainda néo ocorreu permeacao para os tecidos.

Por outro lado, de forma a estudar os tecidos onde se acumula o
fotossensibilizador e o seu perfil de concentragdo no sangue foram realizados estudos
de biodistribui¢céo e farmacocinética.

Por fim, sabendo que um dos principais efeitos secundarios da terapia
fotodinamica é a fotossensibilidade da pele!?, a qual é causada pela acumulacéo do
fotossensibilizador neste 6rgao, foi realizado um estudo de fotossensibilidade no qual

se utilizou um simulador solar.

5.1 Estudo exploratério de terapia fotodinamica

No estudo exploratorio de terapia fotodinamica foi utilizado como modelo animal
murganhos BALB/c, os quais foram divididos em grupos, com diferentes doses de
composto, de luz e didmetro do foco de irradiacdo, como esta descrito na tabela 5.1.
Todos os animais foram inoculados de forma subcutanea na coxa direita com 100 pL de
suspensdo celular, contendo 3,5 x10° células CT26 (células de carcinoma de cdélon de
murganho). Posteriormente o crescimento tumoral foi monitorizado, e o tratamento dos
animais foi efetuado numa Unica sessé@o quando o tumor atingiu a dimensédo adequada
(didametro maior do tumor de 5 mm). O procedimento do tratamento consistiu na

administracdo por via intravenosa, na veia da cauda, de uma dose de LUZ10 dissolvida
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em PBS, que variou entre 6 e 0.75 mg/kg. Apds 15 minutos os animais foram irradiados
durante o tempo necessario para obter a dose de luz desejada, a qual variou entre 150
e 75 J/lcm?, dependendo do grupo. Posteriormente os animais foram acompanhados,
com avaliacdo do didametro dos tumores, do peso e, visualmente, do bem-estar geral
destes.

Seguindo as recomendacdes da ORBEA, 0s animais que apresentaram tumores
com diametro superior a 10 mm, dor ndo tratavel com analgésicos ou perda de peso
superior a 20 % foram sacrificados através de anestesia geral seguida de deslocamento

cervical.

Tabela 5.1- Grupos utilizados no estudo exploratério de terapia fotodinamica e respetivas doses de
composto, luz e o didmetro do foco de irradiagao.

Dose de Dose de Diametro do foco NC de
Grupo Luz LUZ10 da irradiagcéo L
animais
[J/cm?] [mg/kg] [mm]
Controlo 0 6 13 6
1 150 3 13 6
2 150 1 13 2
3 100 1,5 13 3
4 100 1 13 6
5 100 0,75 13 1
6 75 0,75 15 6

Na figura 5.1 é representado o grafico Kaplan-Meier com a sobrevida dos vérios
grupos com diferentes doses de composto, luz e o didmetro do foco de irradiacéo.

Este estudo comegou com a avaliacdo do grupo controlo. Os animais controlo
foram submetidos ao mesmo protocolo que 0s animais dos grupos experimentais, com
uma dose de fotossensibilizador de 6 mg/kg, com a Unica diferenca que neste grupo nao
foi aplicada uma dose de luz. Este grupo apresentou um tempo de sobrevida médio de
7 dias, durante o qual nenhum dos animais apresentou sinais de dor ou perda de peso,
tendo sido sacrificados por apresentarem tumores com dimensdes acima do limite
estipulado. A auséncia dos sinais referidos anteriormente provam que pelo menos até
uma dose de 6 mg/kg, a LUZ10 ndo est4 associada a efeitos secundarios, ou seja, ndo

gera efeitos de citotoxicidade.
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100 —— Controlo (6mg/Kg; 0 J/cm?; 13 mm)
== Grupo 1 (3mg/Kg; 150 Jicm?; 13 mm)

' Grupo 2 (1mg/Kg; 150 Jiem?; 13 mm)
—— Grupo 3 (1.5mg/Kg; 100 J/cm?; 13 mm)
== Grupo 4 (1mg/Kg; 100 Jicm?; 13 mm)
—*= Grupo 5 (0.75mg/Kg; 100 Jicm?; 13 mm)
Grupo 6 (0.75mg/Kg; 75 J/cm?; 15 mm)

Animais com tumor local
(d <10 mm) /%
a1
<

J

O 1 1 1 1
0 10 20 30 40

Tempo / dias ap6s o tratamento

Figura 5.1. Kaplan-Meier da sobrevida dos véarios grupos com diferentes doses de composto, luz e o
diametro do foco de irradiacdo. Média do tempo de sobrevida por grupo: Controlo — 7 dias; Grupo 1 — 1
dia; Grupo 2 — 1 dia; Grupo 3 — 18 dias; Grupo 4 — 12 dias; Grupo 5 — 22 dias; Grupo 6 - 19 dias.

Neste estudo comecgou-se por procurar a combinagéo de dose de luz e dose de
composto que ndo conferisse efeitos de sobredosagem. A dose de composto utilizada
no primeiro grupo experimental (3 mg/kg) surgiu da combinacdo dos resultados in vitro,
nos quais se observou que a redaporfin apresentou uma eficiéncia fotodinamica 12
vezes superior a encontrada para a LUZ10, e da consciéncia de uma menor
necessidade de internalizag&o celular no estudo in vivo. Assim, neste grupo utilizou-se
uma dose 4 vezes superior a encontrada na literatura como 6tima para a redaporfin
(0.75 mg/kg e 50 J/cm?)3. A dose de luz (150 J/cm?) utilizada no primeiro grupo também
foi superior a 6tima para a redaporfin, de forma a nao ocorrer um efeito de filtro interno,
permitindo o tratamento em profundidade.® Neste verificou-se que as doses utilizadas
foram demasiado elevadas culminando na morte dos animais por sobredosagem. Este
resultado comprovou a discrepancia existente entre os resultados in vitro e in vivo, para
0 tratamento ao nivel vascular (com uma DLI de 15 minutos), associada a diferente
necessidade de internalizacdo celular existente nos dois estudos, e que os resultados
obtidos nos estudos in vitro ndo podem ser diretamente transpostos para os estudos in
Vivo.

Como consequéncia, houve uma diminui¢cdo da dose de composto para 1 mg/kg,
a qual foi testada em dois animais, os quais também morreram por sobredosagem.
Posteriormente, diminuiu-se a dose de luz de 150 J/cm? para 100 J/cm? e a dose de
composto utilizada foi de 1,5 mg/kg. Neste grupo verificou-se a morte de um animal por
sobredosagem e os restantes dois animais do grupo atingiram um tempo de sobrevida

de 27 dias tendo sido sacrificados devido a recrescimento tumoral o qual ultrapassou 0s
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limites estipulados. Devido a morte por sobredosagem observada para o animal neste
grupo resolveu-se diminuir a dose de composto para 1 mg/kg.

Neste grupo também se verificaram duas mortes associadas a sobredosagem
de composto, tendo o grupo no conjunto apresentado uma média de sobrevida de 12
dias, e 0s animais que ndo apresentaram resposta de sobredosagem foram sacrificados
devido a dimensao dos tumores. Seguindo a mesma linha de raciocinio voltou-se a
diminuir a dose de fotossensibilizador para 0,75 mg/kg, tendo-se obtido para este grupo
um tempo médio de sobrevida de 22 dias.

Neste grupo, tal como se observou para alguns animais dos grupos 3 e 4,
ocorreu recrescimento tumoral no limite da massa tumoral tratada com terapia
fotodindmica, o que se deveu a existéncia de uma pequena quantidade de células nesta
regido que nao foram destruidas com o tratamento (figura 5.2(A)). Este recrescimento
no limite da massa tumoral pode estar associado a disperséo da luz nos tecidos.* Devido
a esta dispersédo da radiacdo, em todas as direcOes, a regido central apresenta uma
maior densidade de fotGes comparativamente com as regides mais exteriores do foco
da luz do laser, o que leva a que ocorra um tratamento da massa tumoral em
profundidade mas que ao mesmo tempo algumas células da periferia nao sejam tratadas
e permitam o recrescimento. Tendo em conta a hipétese apresentada, a decisdo tomada
foi 0 aumento do didmetro do foco da irradiagdo de 13 mm para 15 mm, com
manutencdo da poténcia total de luz utilizada no grupo 5, o que levou a diminui¢céo da
dose de luz para 75 J/cm?, de modo a originar a destruicdo das células mais periféricas
na massa tumoral, como é apresentado na figura 5.2(B).

Nos animais deste Ultimo grupo, ndo se obteve nenhum animal morto por
sobredosagem e a média de sobrevida foi de 19 dias. Um dos animais deste grupo ficou
tratado no local do tumor com um bom efeito cosmético final, sendo que provavelmente
seria considerado tratado uma vez que até ao 41° dia apds o tratamento ndo ocorreu
recrescimento tumoral neste local. No entanto, este animal desenvolveu uma segunda
massa tumoral num local diferente do local onde foi realizado o tratamento, a qual muito
provavelmente esta associada a imperfeicdes aquando da inoculagdo. Este animal foi
sacrificado 41 dias ap0s o tratamento devido a dimensdo desta nova massa tumoral
(figura 5.3).

Apesar de ndo ter sido obtida nenhuma cura no decorrer deste estudo
exploratério de terapia fotodinamica, este animal no ultimo grupo é a prova de conceito
da aplicabilidade desta molécula em PDT vascular, sendo necessario a continuacéo
deste estudo exploratério no futuro de modo a encontrar as doses de luz e composto, e

o diametro do foco da irradiacao 6timos para este fotossensibilizador.
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Figura 5.2- (A) Animal do grupo 5, nos dias 11, 13, 14, 17,19 e 20 apds o tratamento, onde é observavel o
recrescimento tumoral. (B) Representagdo do que ocorre no tumor antes e apés o aumento do diametro
do foco da irradiagéo.

Figura 5.3- Animal do grupo 6 que foi curado com PDT e posteriormente ocorreu recrescimento tumoral
noutro local, nos dias 1, 2,10, 12, 14, 21, 31, 33 apds o protocolo de PDT.
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Com o decorrer do estudo verificou-se que a fototoxicidade para a LUZ10 e para
a redaporfin observadas in vivo, para um tratamento de PDT vascular, sdo muito mais
préximas do que seria de esperar, tendo em conta o0s resultados obtidos nos estudos in
vitro. Ambas destroem razoavelmente bem a vasculatura do tumor para uma dose de
fotossensibilizador de 0.75 mg/kg e doses de luz de 50 e 75 J/cm? para a redaporfin e
LUZ10, respetivamente, mas com a primeira obtém-se 88% de cura de animais
enguanto para o estudo com a LUZ10 né&o se obtiveram curas. O resultado obtido para
estas condi¢bes com a LUZ10 é préximo do observado para o tratamento de murganhos
nude com as doses de composto e luz de 0.75 mg/kg e 50 J/cm? para o estudo com a
redaporfin.> Sabendo que os animais nude apresentam o sistema imunitario
comprometido, este resultado gera a hip6tese de que o tratamento com a redaporfin
origina uma resposta imunitaria superior ao tratamento com a LUZ10, a qual permite a
maior eficicia observada no tratamento dos ratos BALB/c.

Os efeitos de sobredosagem, observados ao longo do estudo, ndo estdo
associados diretamente a producdo local de espécies reativas de oxigénio, as quais sao
citotoxicas e levam ao efeito de tratamento desejado, mas sim a uma toxicidade ao nivel
sistémico associada a um sindrome de choque traumatico, que é gerado pela libertacédo
de mediadores enddgenos de choque como as prostaglandinas, tromboxanos e a
histamina.® Estes efeitos de toxicidade sistémica ndo sdo observaveis em PDT no
humano, uma vez que os fatores sistémicos associados a este efeito no murganho sdo

extensamente reduzidos ou eliminados nos humanos.®

5.2 Estudo de biodistribuicéo

Neste estudo, tal como no estudo exploratério de PDT, os animais foram
inoculados com células CT26 na coxa direita e acompanhou-se o0 crescimento tumoral.
Quando os tumores atingiram uma dimensao de 5 mm de didmetro, administrou-se uma
dose de 3 mg/kg de LUZ10, por via intravenosa, através da veia da cauda.

Posteriormente nos pontos temporais de 10 min, 30 min,1 hora, 3 horas, 8 horas,
72 horas e 168 horas, ap6s a administracdo de fotossensibilizador, foram realizadas
medicdes de LUZ10 no tumor, musculo, pele, figado, rins, baco, bexiga, pulmdes,
cérebro e sangue, de forma a obter um perfil da biodistribuicédo e farmacocinética deste
fotossensibilizador em murganhos BALBI/c.

A quantidade de LUZ10 nos tecidos ao longo do tempo foi obtida a partir de

intensidades de fluorescéncia por massa de tecido, como é apresentado na figura 5.4.
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Figura 5.4- Biodistribui¢cdo detalhada da LUZ10 nos vérios tecidos estudados. Cada valor surge de uma

media de quarto medic¢6es e as barras de erro sdo a media do erro padrao.

A concentracdo maxima de LUZ10 no sangue foi observada aos 10 minutos

(primeiro ponto temporal) apdés a administracéo bolus, o que esta associado a uma boa

distribuicdo da molécula pela vasculatura. A rapida clearance do fotossensibilizador na

vasculatura, observavel aos 30 minutos apods administracdo, estd associada a

distribuicho da LUZ10, o que conduz ao aumento da concentracdo deste

fotossensibilizador em todos os tecidos, exceto no cérebro.
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Uma hora ap6s a administracao, é observavel a diminuigdo da concentracédo de
fotossensibilizador nos tecidos, a qual € acompanhada da diminui¢cao do declive do perfil
de concentracdo do fotossensibilizador no sangue. Esta observacdo pode estar
associada a elevada eliminacdo do fotossensibilizador do sangue, a qual causa uma
rapida diminuicdo da concentra¢cdo deste no compartimento central. Posteriormente, por
equilibrio de concentracBes entre os tecidos e o sangue, ocorre a passagem do
fotossensibilizador de volta para a circulacdo sanguinea.

Nos pontos temporais seguintes, verificou-se um decréscimo gradual da
concentracao de fotossensibilizador nos tecidos muito irrigados, como é o caso do baco
e do figado. J4 nos restantes tecidos observou-se uma acumulagdo gradual, com
méaximo de concentracdo num periodo ap6s administracdo entre as 8 horas e as 72
horas. Por fim, 168 horas apés a administracdo é observavel um decréscimo da
concentracdo em todos os tecidos, existindo ainda uma pequena concentracdo de
fotossensibilizador no tumor, bexiga, rins e pulmdes.

Na figura 5.4 também é observavel que a concentracao de fotossensibilizador no
cérebro durante todo o estudo é desprezavel, o que seria de esperar devido a dimensao
da LUZ10 que nao permite a sua permeacao pela barreira hematoencefalica. Ainda é
observavel uma acumulagdo no tumor, o qual apresenta para todos os momentos
temporais uma concentracdo superior a encontrada no musculo e na pele. Sendo as
razdes tumor/musculo e tumor/pele maximas de 11,5 e 8,2 observadas nos momentos
temporais de 168 horas e 3 horas, respetivamente. Estes dados permitem prever que a
possivel fotossensibilidade da pele com este fotossensibilizador terd uma pequena
extensdo e que existe seletividade no tratamento associada a acumulagéo preferencial
no tumor em comparagdo com o musculo. Também permitem pressupor a possivel
utilidade deste fotossensibilizador num tratamento ao nivel celular, ou seja, com uma
DLI superior.

Esta preferéncia pela localizag&o no tumor em detrimento do masculo e da pele,
esta provavelmente associado ao efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas
(EPR, do inglés enhanced permeability and retention). Este efeito ocorre normalmente
para farmacos de grande dimenséo, normalmente ligados a proteinas transportadoras,
e é causado pela existéncia de uma vasculatura imatura e muito permeéavel e por outro
lado a insuficiente drenagem pela linfa, o que leva a acumulacéo de macromoléculas na
regido tumoral.®

Uma diferenca entre farmacos macromoleculares, que apresentam acumulagéo
pele efeito do EPR, comparativamente com os farmacos que conseguem permear
passivamente para os tecidos é o tempo de retencéo destes nos tecidos, o qual pode ir

de alguns dias até semanas, para os farmacos macromoleculares e na ordem dos
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minutos para os farmacos que conseguem permear passivamente para os tecidos.®
Como a LUZ10 é mais hidrossolavel que a redaporfin, esta apresenta uma maior
percentagem de molécula na forma livre em circulagdo do que a redaporfin, que se
encontra maioritariamente na forma conjugada com LDL.” O facto da LUZ10 se
encontrar na forma livre, permite a permeacao passiva desta para os tecidos, originando
assim o pico de concentracdo na maioria dos tecidos, 30 minutos ap6s a administracao,
o qual ndo é observavel nos estudos com a redaporfin. Esta concentracdo nos tecidos
€ posteriormente diminuida devido a permeacéo do fotossensibilizador de volta para a
corrente sanguinea, de forma a compensar a diminuicdo de concentracdo nesta, a qual
esta associada a rapida eliminagdo do fotossensibilizador. Posteriormente o que se
observa é uma gradual acumulacéo de fotossensibilizador pelo efeito do EPR, a qual é
mais notdria no tumor, onde a vasculatura ndo se encontra bem formada e existe uma

sobre expressao de recetores para moléculas de transporte.®
5.3 Estudo de farmacocinética

A farmacocinética da LUZ10 no plasma de murganhos BALB/c, ap6s a
administracao de 3 mg/kg, estudada no periodo entre 10 minutos e 7 dias é bem descrita
por um modelo de dois compartimentos (figura 5.6).

A farmacocinética de um modelo de dois compartimentos € normalmente
utilizada em farmacos que se distribuem rapidamente a partir do sistema circulatério
(compartimento central) para os tecidos periféricos (compartimento periférico) e
posteriormente apresenta uma diminuicdo gradual associada a metabolizagdo e a

excrecdo do farmaco (figura 5.5).°

Administracao

Compartimento
. —_—
i.v. bolus

Central

_— Eliminagdo

Compartimento
Periférico

Figura 5.5- Representacdo do modelo de dois compartimentos de farmacocinética.
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Figura 5.6- Farmacocinética da LUZ10 em plasma de murganho BALB/c ap6s a administracéo de 3 mg/kg

deste fotossensibilizador. Ajuste com R?=0.994.

Neste modelo a concentragédo de farmaco no plasma é descrita pela equagéo 5.1.
Cpry = ae ¥t + pe~Hzt (equacdo 5.1)
A dose inicial de farmaco (t=0) é dada pela equacgéo 5.2.
Cpoy=a+b (equacéo 5.2)

Com este parametro e sabendo a dose administrada (D) é possivel obter o

volume de distribuicdo do compartimento central (V,):

D ~
V.= 5.3
= (equagso 5.3)

A area sob a curva da concentragdo de farmaco no sangue em fungéo do tempo,
enquanto este tende para infinito e a clearance do plasma (CL) sdo dadas pelas
equagOes 5.4 e 5.5, respetivamente.

a b ~
AUCy_oo = —+— (equacao 5.4)
ke ka
_ D
T AUCh-oo

CL

(equacéo 5.5)
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O modelo de dois compartimentos esta associado a dois tempos de meia vida,
0 primeiro tempo de meia vida (t1/2 (1¢ compartimento)) relacionado com o periodo de
rapida distribuicdo e eliminagéo do fotossensibilizador a partir do sistema circulatério e
0 segundo tempo de meia vida (tl/z (2¢ compartimento)) relacionado com a

a

diminuicdo gradual da concentracdo associado a eliminacdo do farmaco. Estes

parametros foram obtidos com as equacdes 5.6 e 5.7.

t1/2 (12 compartimento) = h;(ﬁ (equacéo 5.6)
1

t1/2 (22 compartimento) = lr;cﬁ (equacéo 5.7)
2

Os parametros farmacocinéticos obtidos neste estudo sdo apresentados na
tabela 5.2. Nesta tabela sdo também apresentados os valores dos parametros

farmacocinéticos da literatura’ para a redaporfin no mesmo modelo animal.

Tabela 5.2- Parametros farmacocinéticos obtidos para a LUZ10, calculados usando equacdes

exponenciais do modelo de dois compartimentos e para a redaporfin.

Parametro farmacocinético LUZ10 redaporfin’
Dose administrada (mg/kg) 3,0 2,0
Concentragéo inicial (ug/mL) 17,8 39
Volume de distribuicdo (ml/kg) 168 52
ti2 (1° compartimento) (h) 0,5 0,5
tiz (2° compartimento) (h) 43,6 65
AUCy_» (Hg h/ ml) 142,8 763
Taxa de clearance (mL /(kg h)) 21,0 2.6

Y

Neste estudo foi utilizada uma dose de LUZ10 superior a utilizada para o
fotossensibilizador redaporfin, mas mesmo assim a concentragdo inicial observada é
inferior a observada no estudo com a redaporfin. Uma vez que no primeiro momento
temporal (10 minutos) ndo € razoavel que o composto ja tenha sido distribuido e a média
de concentracdes de LUZ10 neste momento foi aproximadamente 14 pug/mL € provavel
que o processo de extragdo do fotossensibilizador utilizado neste estudo, 0 mesmo que
foi utilizado no estudo com a redaporfin, seja ineficaz. Esta extracao ineficaz conduz a
um valor de concentracao inicial de LUZ10 inferior ao real, e uma vez que este é utilizado
para calcular os outros parametros, vai originar valores de volume de distribuigéo e taxa

de clearance superiores aos reais e de AUC,_,, inferiores aos reais.
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Este erro constante na extracdo leva a que os valores obtidos para a LUZ10
possam ser relacionados entre si, mas ndo possam ser comparados com os valores
obtidos para a redaporfin.

Devido ao carater constante deste erro, os valores de tempos de meia vida
obtidos para a LUZ10, obtidos pelo ajuste dos pontos experimentais sdo os valores reais
e podem ser comparados com os valores obtidos para a redaporfin. Ao comparar 0s
tempos de meia vida da LUZ10 e da redaprofin, observou-se que o primeiro tempo de
meia vida é igual para ambos os fotossensibilizadores e 0 segundo tempo de meia vida
€ inferior para a LUZ10. Assim, para um momento inicial ambos os fotossensibilizadores
saem do compartimento central (tanto por excre¢cdo como por distribuicdo) a mesma
velocidade e num segundo momento a LUZ10 abandona a vasculatura a uma
velocidade superior a encontrada para a redaporfin. O segundo tempo de meia vida da
LUZ10, inferior ao observado para a redaporfin, pode estar associado a maior
solubilidade desta molécula em solventes aquosos, 0 que por sua vez, leva a que esta
molécula se encontre em circulacdo na forma livre, em maior percentagem do que a

redaporfin, e assim seja mais facilmente eliminada.

54 Estudo de fotossensibilidade da pele

O estudo de fotossensibilidade da pele, com ratos Wistar, foi iniciado a aplicacéo
do protocolo de terapia fotodindmica, ou seja, com uma administracdo intravenosa de
0.75 mg/kg de LUZ10, sob anestesia geral, seguida de irradiacdo do musculo da coxa
direita com uma dose de luz de 100 J/cm? com um intervalo de tempo entre a
administracéo e a irradiacdo de 15 minutos.

Uma semana apdés o protocolo de PDT, cada animal foi anestesiado e uma
porcdo de pele dorsal foi cuidadosamente barbeada com uma lamina de bisturi, onde
foram marcadas duas regifes, as quais foram expostas a 30 minutos e 60 minutos a
100 mW/cm? de luz emitida por um simulador solar (SSL).

Neste estudo utilizaram-se dois ratos no grupo controlo e dois ratos no grupo
experimental. Os animais controlo foram submetidos a um protocolo idéntico ao
efetuado nos animais do grupo experimental, mas em vez de lhes ter sido administrado
fotossensibilizador, foi-lhes administrado apenas o veiculo, ou seja, PBS.

Nos dias 1, 3, 7 apoés a irradiagdo com o simulador solar realizou-se a avaliagéo
visual, a medida da perda de agua transepidérmica e grau de eritema dos animais. Apds
o 7° dia ndo foi possivel realizar as avaliacbes anteriormente referidas devido ao
recrescimento do pelo dos animais. A avaliagdo visual seguiu os critérios presentes na

tabela 7.1.1011
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Os resultados obtidos para a avaliacdo visual encontram-se na figura 5.7. Nesta
€ observavel que tanto nos estudos com 30 minutos como com 60 minutos de exposicao
ao simulador solar existe uma pequena reacdo de fotossensibilidade da pele, a qual é
ligeiramente maior para 0 maior tempo de exposi¢cado a radiacdo do simulador solar (60
min). Para ambos os tempos de exposicao, passados 7 dias apds a exposi¢cao nao é
observavel nenhuma alteracéo da pele a olho nu.

Na avaliacdo visual dos animais controlo, ndo se observou reacdo de
fotossensibilidade da pele em nenhum dos dias ap6s as exposi¢des ao simulador solar
de 30 e 60 minutos.

Os resultados observados neste estudo podem ser comparados, com 0S

resultados encontrados na literatura para redaporfin’ e para o Foscan'?.
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Figura 5.7- Evolucéo das reagBes da pele ao longo do tempo, em ratos Wistar expostos a 30 min (A) e 60
min (B) de 100 mW/cm? de luz do simulador solar.

No estudo com a redaporfin (1 mg/kg) utilizaram-se ratos Wistar, os quais foram
expostos a 100 mW/cm?, por um periodo de 30 min, 7 dias ap6s a administracdo do
fotossensibilizador. Neste observou-se uma reacao da pele para o 1° e 3° dias apos a
irradiacdo com SSL semelhantes as encontradas para a LUZ10, por outro lado no 7° dia
ainda é observavel reacdo da pele com uma avaliacdo de 1,5 +0,5 para a redaporfin
enquanto no estudo com a LUZ10, j4 ndo é observavel reacédo da pele a olho nu.

No estudo com o Foscan (0,3 mg/kg), com a mesma poténcia (100 mW/cm?) e
com um tempo de exposicdo de 30 minutos, 7 dias apdés a administragdo do
fotossensibilizador, observou-se uma avaliagdo para o primeiro dia apos SSL de 5.0+0,5
a qual é superior a observada para a LUZ10 tanto para um tempo de exposi¢do de 30
min, que foi avaliado com 1, como até para um tempo de exposi¢cdo de 60 minutos no
estudo com a LUZ10, no qual observou-se uma avaliacédo de 1,5+0,5.

Assim sendo, podemos concluir que a LUZ10 apresenta uma reacdo de
fotossensibilidade da pele semelhante & publicada para a redaporfin para o tempo de

exposicao a SSL de 30 minutos e menor a encontrada para o Foscan. Estes resultados
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de baixa reacéo da pele estéo associados a elevada clearance do composto no sangue
e a pequena afinidade e concentracdo do composto na pele, 0s quais sdo essenciais
para que ndo ocorra fototoxicidade da pele in vivo. Note-se porém que a
fotossensibilidade da pele publicada para a redaporfin ndo foi obtida com o mesmo
protocolo aqui utilizado para a LUZ10, nhomeadamente fazendo uma irradiacdo do
muasculo da perna direita 15 min apds a administracdo. Resultados ndo publicados
indicam que a diferenca entre o0s protocolos pode induzir diferencas ha
fotossensibilidade da pele.

Nas avaliacGes de perda de agua e grau de eritema (figura 5.8) obtiveram-se
resultados concordantes. Em ambos os estudos s6 se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre as regides expostas durante 60 minutos ao

simulador solar e o grupo controlo (com 0 mesmo tempo de exposi¢ao), no 3° dia apos

a exposicao.
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Figura 5.8- Graficos de perda de agua e grau de eritema nos dias 1, 3 e 7 apdés o tratamento.
* para valor p < 0.05; ** para um valor de p < 0.01.

Os resultados obtidos nestes estudos, nos quais ndo se observam diferencas
estatisticamente significativas, para o estudo com exposi¢céao de 30 minutos ao simulador
solar e para o 1° e 3° dias no estudo com 60 minutos de exposi¢cdo, confirmam a

pequena reacao fotossensibilidade da pele, observada nas avaliacdes visuais.
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55 Conclusao

No estudo exploratério de terapia fotodindmica, apesar de nao ter sido obtida
nenhuma cura com a LUZ10 em PDT vascular, permitiu estabelecer que a dose de
LUZ10 de 0,75 mg/kg e de luz de 75 J/cm?, com um diametro do foco de irradiagdo de
15 mm, se situa préxima de um protocolo adequado para PDT com este
fotossensibilizador. A continuacdo deste estudo de forma a otimizar os parametros,
poderd levar a obtencdo curas com o tratamento sem efeitos adversos significativos.

A dose de fotossensibilizador utilizada neste estudo é igual a dose presente na
literatura como ideal para o uso da redaporfin, o que prova que no caso de PDT vascular
os resultados in vitro ndo podem ser transpostos para os resultados in vivo.

Neste estudo foi ainda possivel concluir que até uma dose de 6 mg/kg, ndo
existem efeitos de citotoxicidade nos animais, o que prova a seguranca deste composto
guando néo é submetido a irradiacéo e a seletividade do tratamento ao local onde ocorre
a irradiagéo.

No estudo de biodistribuicdo obteve-se um bom perfil de biodistribui¢céo, onde é
observavel uma acumulagéo do fotossensibilizador no tumor em detrimento do musculo
e da pele, o que por um lado leva a seletividade por afinidade para o tecido desejado e
por outro leva a uma menor quantidade de efeitos off-target, mais precisamente neste
caso, uma menor reacao de fotossensibilidade da pele. No estudo de farmacocinética
observou-se que o primeiro e segundo tempos de meia vida sdo igual e inferior,
respetivamente, aos encontrados para a redaporfin. Isto permite perceber que numa
fase inicial ambos os fotossensibilizadores sdo eliminados rapidamente e
posteriormente a LUZ10 é mais rapidamente eliminada que a redaporfin. Esta rapida
eliminacédo do fotossensibilizador do organismo, é de interesse, uma vez que, apos o
tratamento deve ocorrer a eliminacéo do fotossensibilizador do organismo, de modo a
minimizar a possibilidade de efeitos secundarios.

No estudo de fotossensibilidade da pele observa-se uma pequena reacdo de
sensibilizacdo da pele tanto na avaliagdo visual como nas avaliagfes de perda de 4gua
transepidérmica e grau de eritema, o que esté associado a baixa acumulacdo da LUZ10
na pele e a elevada eliminacéo deste fotossensibilizador do organismo.

Concluindo, os resultados favoraveis de biodistribuicdo e farmacocinética
observados para a LUZ10, em conjunto com a baixa fotossensibilidade da pele, provam
a aplicabilidade e seguranca desta molécula como fotossensibilizador em terapia
fotodindmica, sendo essencial a continuacdo do estudo exploratério em terapia
fotodindmica, de modo a encontrar os parametros Otimos para 0 uso deste

fotossensibilizador in vivo.
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Conclusoes e perspetivas futuras

Ao longo desta dissertagédo foram abordadas varias areas do desenvolvimento
de um novo fotossensibilizador, a LUZ10, desde a sua sintese e purificacdo, passando
pela avaliacdo das propriedades fotofisicas, avaliagdo da eficacia in vitro e terminando
com estudos com in vivo.

O processo sintético da LUZ10 é simples envolvendo apenas 4 passos sintéticos,
onde apenas um deles apresenta baixo rendimento quimico, e o0 método de purificacdo
apresentado nesta dissertacdo € simples e pouco dispendioso, 0 que permite a
expansao da producdo da molécula para doses maiores. Nesta dissertacdo foi ainda
proposto, no segundo capitulo, uma alteracdo ao processo sintético de forma a reduzir
0 numero de passos sintéticos na sintese da LUZ10 para trés passos.

Este fotossensibilizador apresenta quatro grupos sulfonilo os quais levam a sua
solubilidade em agua, o que por sua vez permite que esta possa ser facilmente
formulada em PBS, ndo necessitando de agentes solubilizadores na sua formulacéo.

No estudo das propriedades fotofisicas observou-se que a LUZ10 apresenta as
vantagens de ser uma bacterioclorina, ou seja, apresenta a banda de elevada
intensidade caracteristica desta classe de compostos com maximo de absorc¢ao préximo
dos 750 nm, a qual se encontra dentro da janela fototerapéutica (650-850 nm), e ao
mesmo tempo possui grupos substituintes que permitem melhorar as propriedades de
geracdo de ROS e de estabilidade desta familia de moléculas. Os atomos de fluor nas
duas posicdes orto dos anéis benzénicos promovem, o0 processo de cruzamento
intersistemas, que contribui para uma maior formagéo do estado tripleto em detrimento
da fluorescéncia, também aumentam o tempo de vida do estado tripleto o que facilita a
interagdo com o oxigénio molecular e a formacdo de ROS. Para além disto, a presenca
destes atomos também promove a estabilidade do estado reduzido deste macrociclo
tetrapirrélico, tanto por efeitos eletrénicos como por efeitos estéreos. A estabilidade
desta molécula também é promovida pela presenca dos grupos sulfonil, na posicdo meta
dos anéis benzénicos deste fotossensibilizador, uma vez que estes também estdo
associados a efeitos estéreos. A combinacao destes efeitos origina o baixo rendimento
guantico de fotodegradacéo observado para a LUZ10, que € uma propriedade desejavel
num fotossensibibilizador. Em geral obtiveram-se bons resultados para os parametros
fotoquimicos estudados, o que motivou o estudo da eficacia da molécula em estudos in
vitro.

Nos estudos in vitro, obtiveram-se valores de LDsg na auséncia de ativagdo com
luz (citotoxicidade) e com uma dose de luz de 6 J/cm? (fototoxicidade) de 277 uM e 0,71
UM, respetivamente. A diferenca entre estas concentracdes, estabelece uma grande

gama de concentragfes de fotossensibilizador, na qual este s6 é toxico se for ativado
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com luz, o que é essencial para a aplicacdo deste fotossensibilizador em terapia
fotodindmica, uma vez, que esta confere seletividade ao tratamento.

Por forma a confirmar a utilidade da LUZ10 como fotossensibilizador em terapia
fotodindmica foram realizados estudos in vivo. Nestes estudos observaram-se bons
perfis de biodistribuicdo e farmacocinética, nos quais foi percetivel uma acumulacao do
fotossensibilizador preferencial no tumor em detrimento do musculo e da pele, o que
leva a seletividade do tratamento por afinidade para o tecido desejado e por outro lado,
diminui a probabilidade de ocorréncia de efeitos secundarios. Também é observavel
uma rapida eliminacéo do fotossensibilizador do organismo, o que € de interesse, uma
vez que, apos o tratamento deve ocorrer a eliminacdo do fotossensibilizador do
organismo, de modo a minimizar os efeitos secundarios.

No estudo de fotossensibilidade da pele observa-se uma pequena reagéo de
sensibilizacéo da pele para exposi¢des a um simulador solar de 30 e 60 minutos, o que
estd associado a baixa acumulacéo de LUZ10 na pele.

Foi ainda realizado um estudo exploratério de terapia fotodindmica, no qual foi
observavel que até uma dose de 6 mg/kg néo existe efeitos secundarios associados ao
fotossensibilizador por si s6. Neste estudo ndo foram encontradas as doses de
composto e luz ideais.

Em suma, a LUZ10 apresenta uma sintese e purificacdo simples, boas
propriedades fotofisicas, nos estudos in vitro, € nos estudos in vivo, 0 que prova a sua
aplicacdo como fotossensibilizador na terapia fotodindmica vascular.

Como trabalho futuro, deveria ser estudada a producéo de espécies reativas de
oxigénio pelos mecanismos do tipo |, os quais provavelmente sao relevantes para este
fotossensibilizador. Ao nivel dos ensaios pré-clinicos, devem ser repetidos os estudos
de farmacocinética com um método de extracdo mais eficaz e por outro lado, deveria
ser continuado o estudo exploratério de terapia fotodinamica, de forma a encontrar os
parametros 6timos para o uso deste fotossensibilizador in vivo tanto para um tratamento
ao nivel vascular como para um tratamento ao nivel celular, ou seja, com uma DLI
superior, o qual surge como viavel pela diferenca de concentracao de fotossensibilizador
entre o tumor e 0 musculo observada no estudo de biodistribuicdo. Por fim, também
devera ser estudada a resposta imunitaria associada ao tratamento com Luz10. Se a
LUZ10 se apresentar eficaz no tratamento em murganhos deve ser ponderado o estudo

da sua utilizagdo em animais de maior porte e em humanos.
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Seccao experimental

Este capitulo encontra-se dividido em quatro sec¢des. Na primeira, secc¢ao 6.1,
estdo descritos todos 0s solventes, reagentes e instrumentacéao utilizada, bem como a
sintese do fotossensibilizador de interesse; na seccdo 6.2 estd descrita toda a
instrumentacao necessaria para a caracterizacdo fotoquimica e fotofisica do composto;
na seccdo 6.3 estdo descritos os solventes, reagentes e a metodologia de
caracterizacdo do composto em estudos in vitro; a seccao 6.4 refere-se a caracterizacao
in vivo do composto bem como a toda a instrumentacdo e metodologias associadas a

mesma.

7.1  Seccao experimental referente ao capitulo 2

7.1.1 Solventes e Reagentes

Os reagentes e os solventes foram adquiridos a Sigma-Aldrich, Fluka e/ou Acros
Organics e foram fornecidos por José M. Vaz Pereira. Os reagentes foram utilizados tal
como foram adquiridos, com a pureza descrita pelo fornecedor. Todos 0s solventes
usados no decorrer deste trabalho foram purificados ou secos, sempre que necessario,

de acordo com os métodos descritos na literatura.*

7.1.2 Instrumentacao
I. Cromatografia de camada fina

O controlo das reacdes foi realizado por cromatografia em camada fina (TLC, do
inglés “thin layer chromatography”). Foram utilizadas placas ALUGRAM® Xtra SIL G da
Machery-Nagel com o indicador de fluorescéncia UVzsa. O eluente usado no TLC variou

consoante a rea(;éo em causa.

. Cromatografia de adsorgdo em coluna

Foi utilizado gel de silica de fase reversa (C18), sintetizada? a partir de silica 60
fornecida pela Merck, como fase estacionaria da cromatografia de adsorcdo molar, na
tentativa de purificar a bacterioclorina sintetizada. Foi utilizado como eluente uma

mistura de agua e metanol na propor¢ao de 3:2.
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[ll.  Cromatografia de exclusdo molecular

Para a bacterioclorina sintetizada foi realizada uma tentativa de purificacédo por
cromatografia de exclusdo molecular usando uma coluna Sephadex G-10 (com o limite

de excluséo molecular de 700 g/mol).

IV. Liofilizacéo

Com a finalidade de secar compostos sem recorrer a temperaturas elevadas foi

utilizado o liofilizador Freezone 4.5 da Labconco.

V. Precipitacdo

A bacterioclorina sintetizada foi purificada por precipitagdo. Em primeiro lugar a
bacterioclorina e as impurezas foram dissolvidas em metanol, com a adi¢cdo posterior de
um volume 20 vezes superior de THF. Ap6s 5 minutos no sonicador, foi verificada a
precipitacdo do composto pretendido. A solucdo foi filtrada a presséo reduzida e o
precipitado foi recolhido.

VI. Ultrassons

Com o objetivo de facilitar a dissolu¢cdo dos compostos estudados, utilizou-se o

sonicador da marca Bandelin Sonorex TK52.

VII. Anéalise elementar

A andlise de carbono, hidrogénio e azoto foi efetuada num analisador Thermo
Finnigan Flash 1112, da Unidad de Andlisis Elemental - Universidade de Santiago de
Compostela, Espanha.

VIIl. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdo (*H) e de fluor (*°F)
foram obtidos num espectrémetro Bruker Avance 400 (400 e 376,5 MHz respetivamente)
do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
de Coimbra. Os desvios quimicos () apresentados sao expressos em partes por milhao
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). O padrdo interno utilizado
para o RMN !H foi tetrametilsilano (TMS) (5=0,00 ppm), e para o RMN *°F foi

trifluortolueno (&= -63,72 ppm). Os dados obtidos encontram-se indicados pela seguinte
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ordem: Nducleo (frequéncia do aparelho, solvente): desvio quimico (5, ppm)
[multiplicidade do sinal (s — singuleto, d — dupleto, t — tripleto, q — quarteto, dd — duplo
dupleto, m — multipleto, sil — singuleto largo, sl — sinal largo), constante de acoplamento
(J, em Hertz), intensidade relativa (nH, como numero de protbes), atribuicdo na
estrutura. Os desvios quimicos atribuidos para o composto foram obtidos em

dimetilsulféxido ou metanol deuterados.

IX. Espectrometria de massa

Os espectros de massa ESI-TOF foram realizados num espectrometro Bruker
Microtof na Unidade de Masas e Protedmica - Universidade de Santiago de Compostela,

Espanha.

X.  Espectroscopia de absor¢cao UV-vis

Os espectros de UV-visivel para controlo direto das rea¢des foram obtidos num
espectrofotébmetro Hitachi U-2001, do Departamento de Quimica, usando células de
quartzo de duas faces com 1 cm de percurso 6tico.

7.1.3 Sintese da LUZ10

a) Sintese da5,10,15,20-Tetraquis(2,6-difluorofenil)porfirina (TDFPP)

A porfirina de base foi preparada de acordo com o método do nitrobenzeno para
a sintese de meso-tetraaquisarilporfirinas, desenvolvido por Pereira et al®.

Num baléo de 500 mL foi colocada uma mistura de 140 mL de &cido acético
glacial, 70 mL de nitrobenzeno e 4,7 mL (43 mmol) de 2,6-difluorobenzaldeido.
Agueceu-se a mistura até entrar em refluxo (120 °C) e adicionou-se o pirrol (43 mmol),
gota a gota. Manteve-se a mistura a 120 °C com agitacdo durante uma hora e
posteriormente deixou-se arrefecer lentamente a temperatura ambiente. Por forma a
cristalizar o produto, foram adicionados 50 mL de metanol e a mistura foi deixada em
repouso durante 12 horas. O precipitado foi filtrado a pressédo reduzida, lavado com
metanol e seco na estufa. Por este método foram obtidos 0,4 g de cristais de 5,10,15,20-

tetraquis(2,6-difluorofenil)porfirina, o que corresponde a um rendimento de 10%.
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Ponto de fusao: ndo funde até 250°C

RMN *H: (300,13 MHz, CDCl3), & ppm: 8,84 (s, 8H, B-H);
7,75-7,85 (m, 4H, Ar-H); 7,26-7,41 (m, 8H, Ar-H): -2,77
(s, 2H, N-H)

MS (MALDI-TOF): m/z obtido 758,2 [M]*, calculado para
[C44H22F8N4]Z 758,2.

Andlise elementar: Calculado para [CasH22N4Fs]: C 69,66; H 2,92; N 7,38.
Obtido: C 69,72; H 2,91; N 6,91.

b) Clorossulfonacdo de 5,10,15,20-tetraquisarilporfirinas e sintese da porfirina
sulfonada 5,10,15,20-Tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)porfirina
(TDFPPSOsH) via hidrolise

A reacao de clorossulfonacao foi efetuada de acordo com o método descrito por
Gonsalves et al.* Num baldo de fundo redondo colocaram-se 200 mg de 5,10,15,20-
tetraquis(2,6-difluorofenil)porfirina e 12 mL de &cido clorosulfénico (180 mmol). A
mistura foi agitada durante 2 horas a 120 °C. Posteriormente, adicionaram-se 400 mL
de cloroférmio e a mistura formada foi transferida para um copo de extracdo, de modo
a poder ser sujeita a uma lavagem constante com agua. A adicdo de agua foi efetuada
lentamente nos primeiros 30 minutos e sem agitacdo magnética da fase orgéanica.
Depois desta fase inicial, em que quase todo o acido clorossulfénico e acido sulftrico
foram removidos, o fluxo da agua foi aumentado e iniciou-se a agitagdo magnética.
Sujeitou-se a reacdo a lavagem continua durante o tempo necessario para assegurar
gue toda a fase orgénica ficasse livre do acido formado durante a reagédo. Apos este
periodo fechou-se a passagem de agua, retirou-se toda a agua que permaneceu no
copo e adicionou-se uma solu¢éo saturada de bicarbonato de sédio.

O novo sistema bifasico permanece em agitacdo magnética até ocorrer uma
mudanca da cor da fase organica de verde (cor tipica do dicatido) para vermelho forte
(cor tipica da porfirina). Apés esta passagem, voltou-se a abrir a agua até que toda a
solucdo saturada de bicarbonato de sddio fosse substituida por agua destilada.
Seguidamente, a fase orgéanica foi recolhida e seca com sulfato de sédio anidro durante
2 horas. Filtrou-se o sélido e evaporou-se o solvente.

Ao baldo de fundo redondo com o soélido da 5,10,15,20-Tetraquis(4-
clorossulfonilfenil)porfirina (TPPSO2CI) foram adicionados 100 ml de 4gua destilada e

a mistura foi refluxada durante 24 horas a 100 °C. A solucgéo resultante foi concentrada

106



Seccao experimental

num evaporador rotativo dando origem a um sélido que posteriormente foi seco numa
estufa a 120 °C. No final desta sequéncia de reacdes obtiveram-se 207,1 mg de
5,10,15,20-tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)porfirina, o que corresponde a um

rendimento global de 61,7%.

RMN !H: (400 MHz, CDs;0D), & ppm: 9,20 (d, 8H,
B-H); 8,54 - 8,48 (m¢), 4H, Ar-H); 7,68-7,63(ms),
4H, Ar-H).

RMN °F (376,5 MHz, CDsOD), & ppm: De -106,79
a -107,66) (m, 8F, Ar-F)

MS (ESI-TOF): m/z obtido 1079,0 [M]*, calculado
para [C44H23F3N401284]Z 1079,0.

c) Sintese da 5,10,15,20-Tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)bacterioclorina
(TDFPBSO3H)

Para a sintese da 5,10,15,20-Tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)bacterioclorina
foi utilizado o procedimento geral de sintese de bacterioclorinas pelo método sem
solvente®, com pequenas alteracoes.

Misturou-se 78.3 mg de 5,10,15,20-Tetraquis(2,6-difluoro-3-sulfonilfenil)porfirina
com p-toluenossulfonil-hidrazida (40 equivalentes) até formar um po6 fino. O p6 foi
introduzido num Schlenk e colocado num reator de ago. O Schlenk foi colocado e
mantido em atmosfera inerte durante cerca de 1 hora. Posteriormente, aqueceu-se a
mistura a 140 °C durante cerca de 2 horas. Depois de completa a reacdo, deixou-se 0
reator arrefecer até atingir a temperatura ambiente. O residuo soélido obtido foi
posteriormente purificado por precipitacdo, como foi descrito anteriormente, obtendo-se

49,3 mg de bactericlorina, 0 que corresponde a um rendimento de 63%.

RMN *H: (400 MHz, (CD53):SO), & ppm: 8,12 - 8,08
(d, 4H, B-H); 8,08 - 8,03 (d, 4H, Ar-H); 7,45 - 7-40
(d, 4H, Ar-H); 4,04 - 3,93 (sl, 8H, B-H); -1.45 (sil,
2H)

RMN 2°F (376,5 MHz, (CDs).SO), & ppm: -108,14
a-108,45) (m, 4F, Ar-F); -110,06 a -110,24) (m, 4F,
Ar-E);
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Andlise elementar:
Calculado para [CasH26N4012FsS4].6 H20 .2 NH2NH2: C 42,10; H 3,69; N 8.93; S, 10.22.
Obtido: C 40,71; H 3,59; N 8,89; S 10,37.

7.2 Seccao experimental referente ao capitulo 3

7.2.1 Instrumentacao

I. Ultrassons

Com o objetivo de facilitar a dissolugdo da LUZ10 utilizou-se o sonicador da

marca Bandelin Sonorex TK52.

Il. Espectroscopia de absorcao ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo no UV-visivel foram obtidos no espectrofotometro
Shimadzu UV-2100, com cuvetes de quartzo de 1 cm de percurso 6tico, da Hellma
Analytics, para uma gama de comprimentos de onda entre 200 nm e 800 nm.

A determinacdo dos coeficientes de extingdo molar (¢) no comprimento de onda
de absor¢cdo méxima (4,,,,) foi realizada recorrendo a lei de Beer-Lambert. Esta lei
estabelece uma relacdo de proporcionalidade direta entre estas duas propriedades,
onde a absorvancia (A), o coeficiente de extingdo molar (€), o0 caminho 6tico percorrido

pela luz (I) e a concentracdo da solugdo(c)® séo descritos pela expresséo 6.1:
A=¢gxlx*c (6.1)

Para cada determinacdo foi realizada uma média do valor de absortividade
obtido para diluices (concentracdo das solucdes entre 10° e 10°% M) do
fotossensibilizador de quatro pesagens. Representou-se graficamente o valor de
absorvancia, no comprimento de onda onde esta € maxima, da banda desejada em
funcdo da concentracdo das diferentes solucdes, obtendo-se um conjunto de pontos

cujo ajuste linear foi efetuado recorrendo ao OriginPro9.0.

[ll. Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

Os espetros de emissao e excitacao de fluorescéncia foram obtidos através do

espetrofluorimetro Horiba Jobin Yvon — SPEX da Fluorolog 3.22 com o fotomultiplicador
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R5509-42 da Hamamatsu, no qual foi aplicada uma voltagem de 1500 volts e refrigerado
a 193 K com azoto liquido. Em todos os espectros foi utilizado um ficheiro de correcao.

Os espectros de emissédo da LUZ10 e da referéncia HITCI (@ = 0,283 em
etanol)’ foram efetuados em etanol, na gama 700-1100 nm, recorrendo a células de
quartzo de quatro faces com percurso 6tico de 1 cm. O rendimento quéantico de
fluorescéncia foi determinado pelo método comparativo, equagéo 6.278

FxA *n?
op = ol R (6.2)
FRef*A *nRef

Na equacdo apresentada, F e Fret cOrrespondem aos integrais da emissao de
fluorescéncia da amostra e da referéncia, respetivamente; A e Arer & absor¢cdo no
comprimento de onda utilizado na excitacdo da amostra e da referéncia, respetivamente;
N e nrer correspondem ao indice de refracdo do solvente da amostra e da referéncia,
respetivamente.

Para isto, os espectros obtidos foram alterados de modo a ficarem em funcéo de
cm™? e integrados, permitindo assim calcular o rendimento quantico de fluorescéncia
para as vérias concentracdes de LUZ10. Por fim foi possivel efetuar uma relacéo entre
estes dois parametros, com a finalidade de determinar o rendimento quéantico de
fluorescéncia na auséncia de agregados na solucéo.

Os espectros de excitacao da clorina e da bacterioclorina foram obtidos na gama
300-800 nm, utilizando A = 650 nm e A = 744 nm como comprimentos de onda fixos de

emissao respetivamente.

IV. Espectroscopia de absorcéao transiente

O espectro de absor¢éo transiente e os tempos de vida do estado tripleto, foram
obtidos com o espectrofotémetro de fotélise por relampago LKS.60 da Applied
Photophysics, equipado com um osciloscépio digital Hewlett Packard Infinium (1GS/s)
e um laser Nd:YAG da SpectraPhysics Quanta Ray GCR-130. As amostras foram
excitadas com a terceira harmoénica do laser Nd:YAG (355 nm).

O espectro da absorcao transiente foi recolhido numa gama de comprimentos de
onda entre 300-800 nm. Os valores de diferenca de densidade otica (AOD) foram
registados em intervalos de 10 nm e para cada comprimento de onda foram efetuados
trés disparos do laser de modo a aumentar a razdo sinal/ruido. As solugdes de
fotossensibilizador foram preparadas antes das medi¢g6es de absorcéo transiente com
um valor de absorvancia entre 0,3 e 0,4 no comprimento de onda de excitagdo. Foram

efetuadas medi¢cdes na presenca e na auséncia de oxigénio. Para as experiéncias na
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auséncia de oxigénio, a solucao de fotossensibilizador em etanol foi purgada com azoto
durante cerca de 20 minutos. Para determinar o tempo de vida do estado tripleto na
presenca e na auséncia de oxigénio foram efetuadas medi¢cdes em varios comprimentos
de onda e, posteriormente, foi efetuada uma média dos valores obtidos da analise dos

decaimentos dos varios comprimentos de onda, com recurso ao OriginPro9.0.

V. Rendimento quantico de oxigénio singuleto

A determinacao do rendimento quantico de oxigénio singuleto foi realizada no
espectrofotdmetro de fotdlise por relampago LKS.60 da Applied Photophysics, equipado
com um osciloscopio digital Hewlett Packard Infinium (1GS/s), um laser Nd:YAG da
SpectraPhysics Quanta Ray GCR-130, com comprimento de onda de excitacdo na
terceira harmoénica do laser Nd:YAG (355 nm), e como detetor o fotomultiplicador
Hamamatsu R5509-42, arrefecido a 193K numa camara de azoto liquido e com uma
voltagem de 1500 Volts. Foi também utilizado o filtro 10LWF-1000-B, para impedir a
passagem de radiagdo com comprimento de onda menor que 1000 nm para o detetor.
A determinacdo deste rendimento quantico foi realizada com um método comparativo
por detecdo de fosforescéncia do oxigénio singleto a 1270 nm.°

Foram preparadas solu¢des de LUZ10 e da referéncia fenalenona (¢, = 0,95 em
etanol)!®, com absorvancia de 0.3 a 355 nm. Foram recolhidos decaimentos de
fosforescéncia ao longo do tempo para as varias energias, com médias de 5 disparos
de laser para cada energia, para ambas as solu¢gées. Com recurso ao OriginPro9.0,
foram efetuados ajustes dos decaimentos a uma exponencial de primeiro grau, o que
permitiu retirar os fatores pré-exponenciais. Estes ultimos foram posteriormente
representados em funcdo da intensidade do laser e ajustados a uma reta.

Os declives das retas obtidos para a amostra (S) e para a referéncia (Sref) podem
ser relacionados para obter o rendimento quéantico de oxigénio singleto da amostra (®,)

através da expressédo 6.3:°

—-A
Re S 1-10 “Ref
pRef

d)A = A 1-10-4A * SRef (63)

Onde, A e Are correspondem a absorvancia da amostra e da referéncia,

respetivamente.
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VI. Rendimento quéantico de fotodegradacéo

O rendimento quantico de fotodegradagédo (®,,) foi calculado atraves da

expressaoll:

o __ number of photodecomposed molecules _ Vg (6 4)
pd — number of absorbed photons - p '

Os parametros Vg e V, sdo definidos pelas equacdes:

— A_n — VirrNAﬂ _ /1_P _ —-A
=T =As (6.5) e h,=22(1-107)  (6.6)

Onde Vi é o0 volume irradiado, Na € a constante de Avogadro, € € o coeficiente
de extincdo molar na banda analisada, | é largura da cuvete, P é a poténcia da luz
monocromaética incidente com um comprimento de onda A, h € a constante de planck, ¢
€ a velocidade da luz e A é a absorvancia medida apés a irradiacdo no comprimento de
onda escolhido. Ao considerarmos a aproximacao

2 _Ask= —Axt (6.7)
At T

Onde A é a absortividade inicial no comprimento de onda com o maximo da
banda de interesse e k é a constante de meia vida, podemos reescrever a equagao 6.4:

__Vir.Ng.h.c. A. k

Poa =077, (1-10-4) (6.8)

Para estudar a fotodecomposicdo foi utilizada uma cuvete de quartzo com
percurso 6tico de 1 cm, da Hellma Analytics, com 3 mL de uma solugédo de LUZ10
dissolvida em PBS/MeOH (2:3), com absorvancia de 1 no comprimento de onda 742
nm. A solugcdo na cuvete foi homogeneizada com recurso a uma placa de agitagéo
LabBox HO1 series e a um agitador magnético, e o seu volume foi mantido constante ao
longo do estudo. Para efetuar a irradiag&o foi utilizado o laser customizado da Omicron,
0 modelo LDM750.300.CWA.L.M com o S/N 1201-08D e poténcia maxima de 300 mW
no comprimento de onda de 750 nm + 5 nm. Para obter a absorvancia da solugdo com
fotossensibilizador ao longo do tempo de exposicdo foi utilizado o espectrofotometro
Shimadzu UV-2100. Com recurso ao OriginPro9.0 foram ajustados os pontos do gréafico
gue relaciona a absorvancia da banda com o tempo, a uma exponencial de primeiro

grau de forma a obter a constante de meia vida (k).

111



Capitulo 7

7.3 Seccao experimental referente ao capitulo 4

7.3.1 Reagentes e Solventes

Foi utilizado o meio de cultura celular Dubbelco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), necessério para o crescimento das linhas celulares, adquirido & Sigma-Aldrich.
O qual foi suplementado com bicarbonato de sddio, tampédo acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfonico (HEPES), os antibidticos penicilina e estreptomicina
(PenStrep), adquiridos a Sigma-Aldrich, e também com soro fetal bovino (FPS),
adquiridos a Biowest.

A agua MilliQ foi desionizada com um sistema de purificacdo Millipore Milli-Q. A
solucédo de tampdo fosfato-salino (PBS) foi preparada com fosfato de potassio dibasico
anidro, cloreto de potassio, fosfato de sddio dibasico anidro e cloreto de sédio,
adquiridos a Sigma-Aldrich. A solucéo de Tripsina-EDTA (10x), foi adquirida & Sigma-
Aldrich. Esta foi diluida em PBS numa razéo de 1:10 para ser utilizada nos estudos.

O Trypan Blue foi adquirido & Sigma-Aldrich. A sua preparagdo consistiu na
dissolugcdo em PBS estéril para produzir uma solugdo com concentragédo de 4 mg/mL, a
gual foi filtrada em ambiente estéril e pipetada para falcons com 15 ml.

A resazurina foi adquirida & Sigma-Aldrich. Este composto foi dissolvido em PBS
estéril de forma a produzir uma solugdo com concentragéo final de 0.1 mg/ml, a qual foi
colocada em eppendorfs de 2 ml.

O fotossensibilizador (LUZ10) utilizado nestes estudos foi sintetizado e fornecido
pela Luzitin, SA (Coimbra, Portugal) em recipientes selados. A LUZ10 foi dissolvida em
PBS, produzindo assim uma soluc¢éo concentrada que foi armazenada a 4°C e protegida
da luz. Esta solucao foi diluida com DMEM de modo a preparar as solu¢bes nas

concentracdes desejadas para ser adicionada a cultura celular.

7.3.2 Equipamentos

Todos os procedimentos que envolviam a manipulacdo de células, meio de
cultura, solucbes de PBS, e outros reagentes e materiais foram realizados na camara
de fluxo laminar MSCAdvantage da Thermo Scientific. Todas as pesagens foram
realizadas a temperatura ambiente na balanca analitica Kern ALJ 220-5DNM. As pipetas
de Pasteur de vidro, pontas de micropipetas e os eppendorfs de 1,5 mL e 2 mL foram
adquiridos a Frilabo. Os tubos falcon de 50 mL e 15 mL, placas de cultura de 96 pocos,

frascos de cultura, micropipetas e pipetador eléctrico (ComfoPette) foram adquiridos a
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Orange Scientific. Os tubos de centrifuga foram adquiridos a Greiner Bio-One. Todo o
material utilizado para manusear as células foi esterilizado no autoclave Uniclave 88 da
AJC, antes de ser utilizado na camara.

Para observar a morfologia das células e calcular a densidade celular foi utilizado
0 microscopio invertido Olympus CKX41 equipado com uma fonte de alimentacdo
Olympus U-RFLT50. Este microscopio esta acoplado a um sistema de fluorescéncia
CKX-RFA, o qual foi utilizado para observar a internalizacao do fotossensibilizador nas
células.

Os espectros de absorcdo UV-visivel da LUZ10 foram efetuados no
espectrofotdmetro Shimadzu 2100, com cuvettes de quartzo com um percurso 6tico de
1 cm, da Hellma Analytics. Para facilitar o processo de dissolu¢do da LUZ10 em PBS e
evitar a formacéo de agregados, foi utilizado o sonicador Bandelin Sonorex TK52.

A fonte de luz utilizada nos estudos de fototoxicidade foi um light-emitting diode
(LED) da Marubeni (modelo L740-66-60-550), com uma poténcia média de 2.1 mW cm-
2, um maximo de emissdo a 740 nm e uma largura a meia altura (FWHM - full width at
half maximum) de 25 nm. A poténcia do laser nos pocos foi medida com o medidor de
poténcia LaserCheck da Coherent, escolhendo o comprimento de onda a 742 nm, com
o filtro na posicao de “< 10 mW”.

De forma a quantificar a viabilidade celular apds os estudos de citotoxicidade e
fototoxicidade foi utilizado o leitor de placas Syrnergy HT™ da BioTek.

As células foram centrifugadas na centrifuga JP Selecta Centro-8BL, com a

finalidade de serem passadas ou contadas no microscépio.

7.3.3 Cultura celular

A linha celular CT26, fibroblastos de carcinoma de colon de murganho, foi
utiizada em todos os estudos in vitro. A linha celular foi mantida em DMEM
suplementado com 10% de FBS e 1% de PenStrep e com o tampao HEPES. As células
foram mantidas em cultura em frascos de cultura T75 estéreis, com 75 cm? e tampa com
filtro, fornecidos pela Orange Scientific, na incubadora BB15 da Thermo Scientific, a
uma temperatura de 37 °C e numa atmosfera humida contendo 5% de dioxido de
carbono.

As células foram deixadas a crescer por 2 a 3 dias entre passagens, tempo
necessario para atingirem 80% da confluéncia. Estas foram destacadas com
Tripsina/EDTA.
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7.3.4 Estudo de toxicidade no escuro (citotoxicidade)

As células, inicialmente no frasco de cultura com DMEM, foram destacadas com
tripsina, posteriormente foram homogeneizadas e centrifugadas por um periodo de 6
min a 135 x10 rpm. De seguida, efetuou-se a contagem de células com recurso a uma
camara de Neubauer e ao corante Trypan Blue. Para cada uma das condicfes, as
células foram plagueadas com uma densidade inicial de 10.000 células/poco, com 200
Ml de meio de cultura, em placas de cultura de 96 pocos, de modo a atingir pelo menos
80% da confluéncia ap6s o periodo de incubacédo de 24 horas.

Apos este periodo de incubagéo foi adicionado LUZ10, em pogos triplicados,
numa gama de concentracdes entre 20 yM e 1000 puM. As varias solu¢gdes com
diferentes concentragdes de LUZ10 a administrar foram preparadas pela diluicdo com
DMEM de uma solucédo concentrada de LUZ10 em PBS. O célculo da concentragédo
desta solucao concentrada foi efetuado através da absorvancia no espectro de absorgéo
UV-visivel e da lei de Beer-Lambert (equacéo 6.1), isto sabendo que a absortividade
molar da LUZ10 em PBS é €746 = 6.8619 x10° M~*cm™.

ApOs 24 horas de incubacdo com o fotossensibilizador a 37°C, o meio foi
aspirado, os pocos foram lavados duas vezes com DMEM e as células foram incubadas
com uma solucao de 10% de Resazurina (ensaio colorimétrico Alamar blue) e
analisadas com recurso ao leitor de placas Synergy HT™ da BioTek. A fluorescéncia da
Resazurina, no comprimento de onda de emissdo de 590 nm, surge com a
metabolizacdo desta pelas células. A viabilidade celular (V) de concentragéo foi obtida

pela seguinte equagao:

média da intensidade de fluorescéncia dos trés pogos com a mesma concentracio

V=

x100 (6.9)

média da intensida dos pogos controlo

Os pocos de controlo foram sujeitos a um protocolo similar ao realizado nos
restantes pocos, onde a Unica diferenca € que no passo de administracdo de
fotossensibilizador foi-lhes adicionada uma solugdo de 200 yL de DMEM sem
fotossensibilizador.

Nas placas de 96 pocgos também se adicionaram 2 pogos nos quais ndo foram
plaqueadas células, mas onde foi colocada Resazurina, de modo a que no tratamento
de dados fosse possivel remover a fluorescéncia associada a solugdo de Resazurina
antes de ser metabolizada.

Foi realizada analise estatistica utilizando o teste t de student para dados

independentes com diferentes variancias, recorrendo ao programa GraphPad Prism 5,
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e para cada concentracdo foram realizadas pelo menos 3 medicbes em placas

independentes.

7.3.5 Estudo de fototoxicidade

Tal como foi realizado para investigar a toxicidade no escuro, neste estudo as
células também foram plagueadas com uma densidade inicial de 10.000 células/poco e
incubadas por 24 horas. Posteriormente foi adicionado o fotossensibilizador, em pogos
triplicados, numa gama de concentracdes entre 0.06 uM e 20 pM, e seguidamente, as
células foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, os po¢os foram
aspirados e lavados duas vezes com DMEM, de modo a remover 0 excesso de
fotossensibilizador que nao foi internalizado nas células. Em seguida, os pocos foram
irradiados com uma dose de luz de 6 J/cm?. O tempo de exposigao (At) é calculado com
a seguinte equacéo:

Dose de luz (ﬁ) = Fluéncia (sz) x At (s) (6.10)

Por fim, ap6s 24 horas de incubacéo, foi avaliada a viabilidade celular pelo
ensaio colorimétrico Alamar blue, tal como foi referido no estudo de citotoxicidade. Neste
estudo também foram adicionados pocos controlo e po¢os com rezasurina, mas sem
células. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de student, recorrendo ao
programa GraphPad Prism 5.

Todos os procedimentos anteriores ao momento de irradiagdo dos pogos nas

placas foram realizados a luz reduzida.

7.4 Seccdao experimental referente ao capitulo 5

7.4.1 Modelo animal

Nos estudos de biodistribuicdo, farmacocinética e exploratério de PDT foram
utilizados murganhos fémeas da estirpe BALB/c adquiridos aos Laboratérios Charles
River em Barcelona, com uma idade de 8 semanas. Os procedimentos nestes animais
foram iniciados quando apresentaram um peso minimo de 20 gramas. No estudo de
fotossensibilidade da pele foram utilizados ratos fémeas da estirpe Wistar, que foram
adquiridos aos Laboratérios Charles River em Franga, com uma idade de 8 semanas.
Os procedimentos nestes animais foram iniciados quando estes apresentavam um peso

minimo de 200 gramas.
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O alojamento e a manutengdo destes animais em regime experimental foi
realizado de acordo com as condicbes padronizadas de climatizacdo no biotério do
CNC/FMUC e controladas permanentemente pelos técnicos qualificados deste através
da monitorizacdo e do registo de medi¢cBes diarias, de forma a manter os valores nos
intervalos recomendados (temperatura de 20-24°C, humidade relativa de 45-65% e
luminosidade com ciclos de 12h de luz e 12h de escuro). Os animais foram alimentados
com uma dieta standard e agua, ambos ad libitum.

Nestes estudos, os animais foram inoculados com células da linha celular CT26.
Estas células foram mantidas tal como é explicado no subcapitulo 7.3.3 da secc¢ao

experimental, referente a cultura celular.
7.4.2 Estudo exploratério de PDT

O primeiro passo do procedimento exploratorio de PDT consistiu na remocéo do
pelo da coxa direita do animal com creme depilatorio. Posteriormente, cada animal foi
inoculado de forma subcutdnea na coxa direita com 100 puL de suspenséo celular,
contendo 3,5 x10° células CT26 (células de carcinoma de c6lon de murganho), em
Dubbelco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), sem soro fetal bovino e antibidticos
(penicilina e estreptomicina). Este procedimento implicou uma breve imobilizacdo
manual do animal e o uso de seringas de 1mL e agulhas 26G, ambas da B.Braun.

De seguida, o crescimento tumoral foi monitorizado com uma periodicidade
bissemanal, com recurso a um caliper Sigma-Aldrich Z136115-1EA. O tratamento dos
animais foi efetuado numa Unica sessao, quando os tumores atingiram um didmetro de
5 mm, o que correspondeu a um intervalo apos a inoculagcdo de 9-13 dias. O
procedimento de tratamento consiste na administrag@o por via intravenosa, na veia da
cauda, da dose de LUZ10 dissolvida em PBS, que variou entre 6 e 0.75 mg/kg de acordo
com o grupo. Passados 15 minutos, os animais foram irradiados durante o tempo
necessario para obter a dose de luz desejada, que variou entre 150 e 75 J cm2, dependo
do grupo. Com a finalidade de produzir o feixe de luz foi utilizado um sistema de laser
customizado da Omicron, o modelo LDM750.300.CWA.L.M com o S/N 1201-08D, com
poténcia maxima de 300 mW no comprimento de onda de 750 nm + 5 nm, acoplado a
uma fibra 6tica Medlight FD. O laser foi controlado com o controlador de laser de diodo
500mA ACC/APC da ThorLabs e a energia do laser foi verificada com o medidor de
poténcia Ophir modelo AN/2E, antes de cada tratamento.

Os animais do grupo controlo foram administrados com 6 mg/kg, quando os
tumores atingiram o tamanho de 5 mm, mas ndo foram submetidos a tratamento com

luz.
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Na primeira semana ap0s o tratamento, os animais foram acompanhados
diariamente e foi administrado por via intraperitoneal o analgésico buprenorfina (0.1
mg/kg) e realizada por via subcutanea fluidoterapia (soro fisioldgico com 0,9% de cloreto
de so6dio), ambos de 6 em 6 horas. Foi também colocada comida hiumida na cama de
forma a facilitar 0 acesso a esta para os animais debilitados. Apds a primeira semana,
os animais foram acompanhados de dois em dois dias até serem sacrificados.
Os animais que apresentaram tumores com didametro superior a 10 mm, dor nao tratavel
com analgésicos ou perda de peso superior a 20 % foram sacrificados através de
anestesia geral via intraperitoneal com mistura de cetamina 100 mg/kg e xilazina 10
mg/kg, seguida de deslocamento cervical.

Foram considerados curados os animais que apés um periodo de 120 dias ndo
apresentavam tumor visivel ou palpavel, os quais foram posteriormente sacrificados por
deslocamento cervical sob anestesia geral (mistura de cetamina 100 mg/kg e xilazina
10 mg/kg).

7.4.3 Estudo de biosdistribuicdo e farmacocinética

Neste estudo, tal como no estudo exploratério de PDT, os animais foram
depilados na coxa direita, inoculados com 3.5 x10° células CT26 e o crescimento tumoral
foi acompanhado. Quando o tumor atingiu a dimensdo de 5 mm de diametro, foi
lentamente administrada uma dose de 3 mg/kg de LUZ10 em PBS, por via intravenosa,
através da veia da cauda.

A biodistribuicdo e farmacocinética foram avaliadas em 7 pontos temporais apos
a administrac@o: 10 min, 30 min, 1 hora, 3 horas, 8 horas, 72 horas e 168 horas. Nestes
pontos temporais 0s animais foram anestesiados com uma mistura cetamina (100
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Cerca de 500 pL de sangue foi colhido da veia cava inferior,
a qual foi exposta mediante incisdo na parede abdominal e, de seguida, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical. Em cada animal foram recolhidas e
pesadas amostras dos seguintes tecidos e 6rgdos: tumor, masculo, pele, figado, rins,
baco, bexiga, pulmdes, cérebro e sangue. O sangue apo6s ser colhido, com uma seringa
de insulina de 1 mL com agulha de 29G da Frilabo, foi colocado num tubo de eppendorf
contendo 30 Ul/(ml de sangue) de heparina, utilizado como anticoagulante.

A concentragdo de LUZ10 nas amostras de tecido foi determinada por
fluorescéncia. Cada tecido foi colocado num tubo de eppendorf de 2 mL da Frilabo, ao
qual foi adicionado 0.9 mL de etanol:DMSO (75:25) frio. De forma a extrair o
fotossensibilizador, amostras de tecido foram homogeneizadas com o homogeneizador

de tecidos Ystral Microshaft 6G, e posteriormente foram centrifugadas a 14000 rpm

117



Capitulo 7

durante 10 minutos, com a centrifuga Sigma 1-15PK. O sobrenadante foi recolhido com
uma micropipeta para um tubo falcon de 15 mL da Orange Scientific e 0 processo de
extracao foi repetido 4 vezes, de forma a assegurar a recolha completa do composto. O
tubo falcon com o sobrenadante de cada tecido foi centrifugado a 3500 rpm durante 10
min, na centrifuga IEC Centra-3C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
falcon e foi adicionado etanol:DMSO (75:25) até perfazer um volume de 5 mL. Um
volume de 2 mL de cada extrato de tecido foi colocado nos pocos de placas de cultura
de células de 24 pocos da Orange Scientific e a medi¢cao da fluorescéncia foi realizada
no leitor de placas Synergy HT™ da BioTek, com o comprimento de onda de excitagio
de 508 nm £ 20 nm e comprimento de onda de emissdo de 760 nm = 34 nm.

Para cada grupo de diferente intervalo de tempo entre a administracéo e o
sacrificio dos animais foram utilizados 4 animais, e assim sendo o valor de fluorescéncia
obtido para cada tecido ou érgao surge de uma média de 4 medigbes do mesmo tecido
ou 6rgdo em diferentes animais, com uma média do erro padrdo (SEM, do inglés
standart error of the mean).

De forma a relacionar a fluorescéncia obtida com a concentracdo de
fotossensibilizador foram realizadas retas de calibracdo com solugbes de concentragcao
conhecida e com o0 mesmo protocolo no leitor de placas.

7.4.4 Estudo de fotossensibilidade da pele

Este estudo foi iniciado quando os ratos Wistar apresentaram o peso minimo de
200 gramas. Em primeiro lugar os animais foram anestesiados com a administracao via
intraperitoneal de uma mistura de cetamina (75mg/kg) e medetomidina (0,5 mg/kg).
Durante a anestesia geral, os olhos dos ratos foram cobertos com uma pomada
oftdlmica para proteger a cornea de desidratar. De seguida, procedeu-se a
administracéo por via intravenosa cerca de 500 puL de uma solucdo de LUZ10 (0,75
mag/kg).

Passados 15 minutos apds a administracéo intravenosa do fotossensibilizador,
os animais foram irradiados no musculo da coxa direita com laser, utilizando um sistema
de laser customizado da Omicron, 0 modelo LDM750.1000.CWA.L.M com S/N 1205-
44D, com poténcia maxima de 1000 mW no comprimento de onda de 750 nm £ 5 nm,
acoplado a uma fibra 6tica Medlight FD. A poténcia do laser foi medida no final da fibra
Otica, antes da irradiacado com medidor de poténcia Newport 1916-R e o sensor Newport
818P-010-12. A fibra foi colocada perpendicularmente ao tecido alvo, a uma distancia

que produza um feixe de luz de 1 cm de diametro. A fluéncia de luz (100 J cm) foi
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entregue a uma taxa de fluéncia constante de 130 mW cm, o que corresponde a um
tempo de irradiacdo de 770 segundos.

Uma semana apdés o protocolo de PDT, cada animal foi anestesiado com uma
injecao intraperitoneal de uma mistura de cetamina (75 mg/kg) e medetomidina (0,5
mg/kg), e uma porc¢éo de pele dorsal foi cuidadosamente barbeada com uma lamina de
bisturi para ser exposta a luz emitida por um simulador solar. A area dorsal barbeada
tem de ser suficientemente grande para marcar com uma caneta duas regides circulares
com 1 cm de didmetro separadas por pelo menos 1 cm. Com a regido dorsal depilada e
as regides circulares de 1 cm de didmetro marcadas foi efetuada a irradiacdo destas
regides com o simulador solar da Newport composto por uma lampada de arco voltaico
(modelo 67005), com um condensador com colimacao de silica fundida de grau F/1 UV
e uma fonte de alimentacéo da lampada Oriel 69907. A caixa da lampada foi montada
com um filtro massa de ar modelo 81094 AM 1.5 Global. A fonte de luz foi uma lampada
de xénon de 150 W, modelo 6255 da Newport Corporation. Esta fonte proporcionou uma
poténcia de luz de 100 mW/cm? (equivalente ao sol). O filtro Air Mass 1.5 global
aproxima os espectros solar direto e difuso quando o sol se encontra a um angulo zénite
de 48.2°. Um feixe cilindrico com 33 mm de didametro e uma colimacdo <+10° foi
direcionada através de um prisma de quartzo a 90° para a area marcada no dorso dos
animais, a uma distancia inferior a 30 cm. A poténcia foi medida na posi¢éo onde se iria
encontrar o animal antes de cada experiéncia com o medidor de poténcia Newport 1916-
R e o sensor Newport 818P-010-12.

Durante o tempo de irradiagdo do dorso, os animais foram colocados em cima
de um saco quente com véarias camadas de papel. De forma a limitar a exposi¢éo da luz
a regido demarcada com a caneta e para proteger a restante pele da exposigéo a luz,
foi utilizada uma pala opaca com uma fenda circular com 1 cm de didmetro no dorso do
animal. A exposicdo a luz emitida pelo simulador solar foi sequencialmente realizada
nas areas alvo de pele, sendo que para cada animal um dos locais foi irradiado durante
30 minutos e o outro durante 60 minutos.

Os animais controlo foram submetidos a um protocolo idéntico, mas em vez de
lhes ser administrado fotossensibilizador, foi administrado s6é o veiculo. Neste estudo
foram utilizados dois ratos Wistar como controlo e em dois ratos foi administrada LUZ10.

ApoOs o procedimento, a anestesia foi revertida com uma injecao subcutanea de
1 mg/kg de atipamezole. Para melhorar a recuperagéo da desidratacdo sofrida durante
a anestesia foi administrada fluidoterapia com uma injecdo subcutanea de 2 mL de

solucéo salina.
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A avaliagdo visual, de perda de agua e grau de eritema dos animais foi realizada
1, 3, 7 e 15 dias ap06s a exposicdo ao simulador solar. A avaliacdo visual seguiu os

critérios presentes na tabela 6.1.1213

Tabela 7.1- Avaliacéo visual da pele.

Avaliacéo Observacéo

0 Sem efeito observavel
Eritema suave
Eritema médio

Eritema forte
Edema ligeiro

Edema moderado

Edema grave

Edema + Formacéao de bolhas

0 N oo o~ W N P

Necrose
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