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Resumo:

A Terapia Fotodinamica (PDT) é um procedimento nao invasivo,
seguro e clinicamente aprovado que tem sido reconhecido como
uma estratégia terapéutica anticancerigena promissora. O protocolo
de PDT envolve a administracio de um composto fotossensibiliza-
dor seguido da irradiacio do tecido alvo com luz de comprimento
de onda especifico, que, na presenca de oxigénio, da origem a uma
série de reaccoes fotoquimicas que levam a formacido local de es-
pécies reactivas de oxigénio (ROS). Para além do efeito directo das
ROS, responsaveis pela destruicio selectiva das células e vasculatura
tumoral, actualmente é unanimemente aceite que alguns protocolos
de PDT podem também induzir uma resposta imunitaria antitumoral
especifica e sistémica. A PDT pode ser muito eficaz no tratamento
de tumores em fase precoce e também pode ser aplicada no tratamento
paliativo de doentes com cancro avancado. Os efeitos secundarios
associados a PDT siao reduzidos, sendo o mais comum a fotossen-
sibilidade cutanea temporaria. Nao sio conhecidos mecanismos
intrinsecos ou adquiridos de resisténcia e o efeito cosmético apos o

tratamento de lesdes cutineas é muito bom. Nos ultimos anos, tem
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sido empreendido um enorme esforco no desenvolvimento de fotos-
sensibilizadores mais eficazes, na producio de fontes de luz mais
economicas e dispositivos versateis para a sua aplicagdo precisa e
principalmente na optimizacio de protocolos de PDT que, para além
da eliminacao do tumor primario, possam induzir o sistema imunitario
do paciente a reconhecer e eliminar metastases distantes. Com estes
progressos a PDT podera aspirar a entrar para a primeira linha de

terapias na luta contra o cancro.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica; cancro; fotossensibilizadores;

espécies reativas de oxigénio; imunidade antitumoral.

Abstract:

Photodynamic Therapy (PDT) is a non-invasive, safe and clinically-
-approved procedure that is increasingly been recognized as a
promising anticancer therapeutic strategy. The PDT procedure involves
the administration of a photosensitizing agent followed by irradiation
of the target tissue with light of a specific wavelength, which, in the
presence of oxygen, originates a series of photochemical events that
lead to the local formation of reactive oxygen species (ROS). Besides
the direct effect of ROS, responsible for the selective destruction of
tumour cells and vasculature, it is now widely accepted that some
PDT protocols can also induce a systemic and tumour-specific im-
mune response. PDT can be very effective against early stage tumours
and can also be used as a palliative treatment in advanced cancer
patients. There are only minimal side-effects associated with PDT, the
most common being temporary skin photosensitivity. No intrinsic or
acquired resistance mechanisms are known and the cosmetic outcome
after the treatment of skin lesions is very good. Over the last years,
great efforts have been made on the development of more effective
photosensitizers, on the design of economic and versatile light sources
and light delivery devices, and especially on the optimization of PDT
protocols that, besides the elimination of the primary tumour, will

be able to induce the patient immune system to target and eliminate
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distant metastasis. With this achievements PDT can move forward to

the first line of therapies in the fight against cancer.

Keywords: Photodynamic therapy; cancer; photosensitizers; reactive

oxygen species; antitumour immunity.
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16.1. Introducao

Os constantes progressos cientificos na area das ciéncias da vida tém
permitido compreender, cada vez com maior detalhe, a complexidade
associada a fisiologia do organismo humano e a muitas das suas patolo-
gias. O cancro é uma das principais causas de morte a nivel global (8,2
milhdes de mortes em 2012) [1] constituindo por isso um dos principais
focos de atencio de muitos grupos de investigacio.

As estratégias terapéuticas tradicionais — cirurgia, quimioterapia e ra-
dioterapia — atualmente permitem a obtencao de taxas de cura bastante
elevadas em alguns tipos de cancro. No entanto, a sua baixa eficacia
em alguns pacientes, conjuntamente com a elevada incidéncia de efeitos
secundarios graves, tem motivado a procura de novas terapias mais se-
guras e eficazes [2]. O crescente conhecimento sobre os mecanismos de
génese, evolucio e disseminac¢io do cancro tem permitido a concepcio
e optimizaciao de estratégias terapéuticas alternativas: direcionamento
ativo de farmacos citostaticos, agentes anti-angiogénicos, terapia génica,
imunoterapia, ou terapia fotodinamica. As varias terapias alternativas
aprovadas podem ser especificas para determinados tipos de cancro
ou para populacdes restritas de doentes (e.g. que expressam fenotipos
especificos), para os quais apresentam taxas de eficicia e seguranca
superiores as terapias tradicionais.

Este capitulo aborda uma das mais promissoras estratégias terapéuticas
alternativas para o tratamento do cancro, a Terapia Fotodinamica (PDT).
O conceito baseia-se na interaccio dinamica entre um composto fotos-
sensibilizador (PS), luz de comprimento de onda especifico e o oxigénio
molecular, para promover a destruicao selectiva do tecido alvo. A aplica-
¢ao clinica da PDT tem demonstrado taxas de cura elevadas em alguns
tipos de tumores em fase inicial de desenvolvimento, especialmente em
dermatologia no tratamento de lesdes pré-cancerigenas e cancerigenas
nio melandémicas [3]. Para além disso, a PDT demonstrou a capacidade
em prolongar a sobrevivéncia e melhorar a qualidade de vida dos doentes
em alguns casos de tumores da cabeca e pescoco em estado avancado,

apresentando, nestes casos, uma relacio custo-beneficio mais favoravel
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relativamente a cirurgia [4]. Apesar do conceito da PDT ter surgido ha
mais de 100 anos, s6 em 1993 foi aprovado o primeiro medicamento para
PDT do cancro, o porfimero sédico (Photofrin®). Atualmente, os cons-
tantes avancos que resultam em novos PS, mais seguros e eficazes, e em
melhores fontes de luz, com menor custo e de facil utilizacao, permitem
que a PDT seja encarada na pratica clinica como uma alternativa terapéu-
tica com elevado potencial, com aplicacio em areas como a oncologia,

dermatologia e oftalmologia.

16.2. O principio da Terapia Fotodinamica

A PDT tem como objectivo final a destruicdo seletiva de um tecido
alvo. Para esse efeito € necessaria a combinaciao simultanea nesse tecido
de trés componentes: o composto fotossensibilizador, luz visivel com
comprimento de onda apropriado e oxigénio molecular.

O efeito fotodinamico inicia-se com a absorcao de luz pelo PS, desen-
cadeando uma série de reacdes fotoquimicas que conduzem a geraciao
de espécies reativas de oxigénio (ROS!) no local da irradiacio. As ROS
produzidas, tipicamente moléculas de oxigénio eletronicamente excitadas
— oxigénio singuleto — causam danos oxidativos extensos em biomoléculas
e estruturas celulares, conduzindo assim a morte celular do tecido alvo
[5]. Outras ROS, como o ido superdxido (O;*), o peroxido de hidrogénio
(H20>), ou o radical hidroxilo (OH"), também tém sido implicadas nos
efeitos citotoxicos observados em PDT [6, 7].

A Figura 16.1 ilustra o principio base da PDT: o PS no estado
fundamental (singuleto) absorve luz passando para um estado ener-
geticamente excitado (singuleto) com um tempo de vida muito curto
(nanosegundos). Este, por sua vez, sofre conversao intersistemas origi-
nando um estado excitado (tripleto) com tempo de vida mais elevado
(microssegundos), permitindo a sua interacio com o oxigénio molecular

presente nos tecidos.

1 Do inglés Reactive Oxygen Species.
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Figura 16.1. Representaciao esquemaitica das reacoes fotofisicas e fotoquimicas que

estao na base do mecanismo da PDT que conduz a destrui¢cdo do tecido tumoral

por acao direta do oxigénio singuleto e outros radicais de oxigénio formados. PS
- composto fotossensibilizador; ROS - espécies reativas de oxigénio.

Existem duas vias possiveis para a interacdo do estado excitado tri-
pleto do PS com o oxigénio molecular [8]: transferéncia direta de energia
para o O, (tripleto) originando oxigénio singuleto (10;) — mecanismo de
tipo II; ou reacdo direta com o O, ou com uma molécula orgianica, com
transferéncia de um electrao. No primeiro caso forma-se diretamente aniao
superoxido (O;™°*), enquanto no segundo se forma um radical anido. Este
radical pode depois reagir com o oxigénio molecular e originar também
O,°, ou receber um protiao e originar outros radicais — mecanismo de tipo
I. Por si sO, o aniao O, ° nido causa grandes danos oxidativos nos tecidos
mas, sofrendo uma reac¢io de dismutacao catalisada pela enzima dismu-
tase do superoxido (SOD?), da origem a perdxido de hidrogénio (H,O,).
O O, " e 0 H,0,, na presenca do iao ferroso (Fe,t), originam a producao
do radical hidroxilo (OH®) que, sendo um agente oxidante extremamente
reativo, inicia uma série de reacdes oxidativas em cadeia, responsaveis
por extenso dano oxidativo nos tecidos. Este mecanismo de formacio
do radical hidroxilo é conhecido por reacio de Fenton (descrito em [9]).

O mecanismo de tipo II, por ter um mecanismo mais simples e ser
geralmente termodinamicamente favorecido, tende a ocorrer preferencial-

mente relativamente a reacio de tipo I. Na pratica a extensao de cada

2 Do inglés Superoxide Dismutase.
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uma das vias é determinada pelas carateristicas do PS, do protocolo de

PDT aplicado e da concentraciao local de oxigénio [6, 10].

16.3. Percurso historico da Terapia Fotodinamica

Desde a antiguidade que a luz tem sido usada como agente terapéutico.
Na India e na Grécia antiga ja eram utilizadas diferentes formas de fototera-
pia, mas o conceito atual e a aplicacdo clinica da PDT foram descritos nos
primeiros anos do século XX por Raab, von Tappeiner e Jesionek, que apds
uma década de trabalho utilizaram a aplicacao topica de eosina seguida
de exposicao a luz solar para tratar cancro de pele (descrito em [11, 12]).
No entanto, os resultados obtidos nao tiveram o alcance e o impacto
desejados e a PDT ficou adormecida durante muitos anos. O interesse
na PDT apenas ressurgiu a partir de 1960 com a descoberta do derivado
de hematoporfirina (HPD) por Lipson e Baldes, que demonstrou alguma
eficacia terapéutica ap6s PDT num doente com cancro na bexiga [13].
Mas o potencial da PDT s6 se tornou aparente apds o extenso trabalho
de Dougherty e colaboradores que, entre 1975 e 1978, reportaram a cura
completa de tumores malignos através da aplicacio combinada de HPD
e luz vermelha: inicialmente num modelo de cancro da mama em ratinho
e mais tarde em doentes com tumores de pele, prostata, mama e colon
[14, 15]. Os resultados promissores foram sendo confirmados em ensaios
clinicos com versdes melhoradas de HPD em doentes com cancro da pele
e da bexiga. Um marco histérico para a PDT foi alcancado no Canada em
1993, com a aprovacio regulamentar do porfimero sédico (Photofrin®), uma
versiao semi-purificada de HPD, para tratamento do cancro da bexiga [13].

Posteriormente, assistiu-se a aprovacao do porfimero sédico noutros
paises, incluindo os EUA, encontrando-se actualmente aprovado no can-
cro esofiagico, cancro bronquico e es6fago de Barrett. No entanto, cedo
se constatou a necessidade de encontrar novas moléculas mais eficazes
e com menos efeitos adversos, ou seja, uma 2* geraciao de PS para PDT.
Com esse objectivo, a atenc¢do focou-se na descoberta e desenvolvimento

de novas moléculas, de que resultou a aprovacio da temoporfina (Foscan®),
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da familia das clorinas, que esta indicada no tratamento do cancro da
cabeca e pescoco, e da verteporfina (Visudyne®) para o tratamento
da degenerescéncia macular relacionada com a idade. Atualmente,
encontram-se PS de 3* geracao, da familia das bacterioclorinas, em fase

avancada de desenvolvimento clinico (Figura 16.2).

HO OH 32 Geragao
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Figura 16.2. Estrutura quimica de alguns fotossensibilizadores usados ou em de-
senvolvimento para PDT. (F;MetB - 5,10,15,20-tetrakis(2,6-difluoro-3-N-metilsulf
amoilfenilbacterioclorina [16]).

16.4. A Terapia Fotodinimica como alternativa terapéutica no tra-

tamento do cancro

16.4.1. Areas de aplicacio

O mecanismo da PDT tem como objectivo final a destruiciao seletiva
de um tecido alvo. Este conceito foi aplicado em diferentes areas tera-
péuticas, nomeadamente a oncologia.

Os alvos terapéuticos incluem tumores sélidos, nio metastizados e que
possam ser acedidos por uma fonte de luz. Uma das mais bem-sucedidas

aplicacdes da PDT tem sido no tratamento de tumores nio melanémicos da
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pele, como o carcinoma basocelular (BCC) ou o carcinoma espinocelular,
e lesdes pré-cancerosas, como a queratose actinica [3]. Tem também sido
usada, em regime “off-label”, no tratamento da acne [17]. Este sucesso é
explicado quer pela facilidade de aplicacdo tépica do firmaco e da luz
necessaria ao tratamento, quer pelas vantagens cosméticas comparativa-
mente a outras estratégias terapéuticas, como a cirurgia ou a crioterapia.
Para além disso, nas aplicacdes cutaneas a PDT tem a vantagem de per-
mitir tratar varias lesdes em simultaneo [18]. Outros alvos terapéuticos
tumorais para os quais existem PS em desenvolvimento sio os tumores

da bexiga, figado, ductos biliares, pancreas, colo uterino e cérebro [19].

16.4.2. Protocolo terapéutico

O protocolo da PDT é composto por dois passos sequenciais: primeiro,
€ necessario fazer chegar o PS ao local que se pretende tratar e depois
procede-se a irradiacdo do tecido alvo com luz de um comprimento de
onda adequado. A conjugacao do PS e da luz inicia a reacao fotoquimica,
que da origem a produciao de ROS, responsaveis pelas respostas biolo-

gicas que levam a destruicao do tecido alvo.

E Intervalo DLI

Ilrradiagéo
do tumor

Administragdo Distribuigdo Acumulacéo do
do PS do PS PS no tumor

Figura 16.3. Esquema ilustrativo da aplicaciao clinica de um protocolo de PDT
em oncologia.
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Ap6s a administracio do PS é necessario aguardar um determinado
periodo de tempo, para que este chegue e, de preferéncia, se acumule
no tecido alvo. Este periodo tem a designacao de “intervalo fairmaco-luz”
(DLI®) e depende da via de administracio do PS, do tipo de PS e da sua
farmacocinética e biodistribui¢cio. No momento em que a quantidade de
PS no tecido alvo atinge o seu valor 6ptimo (que maximiza o efeito foto-
dinamico), o local a tratar € irradiado com luz de comprimento de onda
especifico (normalmente corresponde a banda de absor¢iao mais intensa
do PS), durante o tempo necessario a obtencao da dose de luz prede-
terminada. Durante a irradiacao sao produzidas as ROS que promovem
a destruicao do tumor, maijoritariamente oxigénio singuleto (via reacao
tipo II), mas também os radicais superoxido e hidroxilo (via reacao tipo
), tal como descrito anteriormente (Figura 16.3) [10].

O mecanismo da PDT depende da conjugacido precisa de muitas vari-
aveis, o que representa um enorme desafio na pratica clinica, tornando
bastante dificil a optimizacdo dos protocolos. A obtencao do resultado
terapéutico pretendido esta dependente do tipo de PS, da dose admi-
nistrada, da sua localizacao aquando da irradiacao, da dose total de luz
aplicada, da sua taxa de fluéncia, do comprimento de onda, do DLI,
do tipo de tumor, e da concentracio de oxigénio no seu interior [20].

A complexidade inerente a conjugaciao dos varios componentes do
mecanismo da PDT e da multiplicidade de factores que afecta cada um
deles, permite compreender a dimensao do desafio que constitui a opti-
mizac¢io de todo o processo, para que se possa chegar a um tratamento

oncoloégico seguro e altamente eficaz [21].
16.4.3. Vantagens e limitacdes

A elevada capacidade de destruicao do tecido tumoral, preservando o
tecido saudavel circundante, ¢ uma das carateristicas principais da PDT,

sendo reconhecida como uma das suas maiores vantagens relativamente

3 Do inglés Drug-Light Interval.
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a outras opcdes terapéuticas. Para este elevado nivel de seletividade
contribuem dois factores criticos: (1) a capacidade intrinseca de muitos
PS se cumularem preferencialmente no tecido tumoral, e (2) a aplicacio
da luz exclusivamente na area a tratar [22]. A acumulacao seletiva do PS
no tumor € mais facilitada se a aplica¢do for topica, uma vez que o PS
¢ aplicado localmente apenas sobre a lesao a tratar. Nos casos em que a
administracido é intravenosa (IV), é necessario que o PS se mantenha em
circulacio durante o tempo suficiente para chegar e se poder acumular
no tumor, tirando partido do micro-ambiente especifico da maioria dos
tumores solidos. Estes apresentam capilares sanguineos fenestrados, drena-
gem linfatica reduzida e pH baixo, originando o chamado efeito de EPR*
que favorece a passagem e acumulacio de PS no local (descrito em [23]).

O caracter local da PDT, que se pode considerar simultaneamente
uma vantagem e uma limitacio, como se explicara mais a frente, é re-
forcado pelo facto da producao das ROS no tecido alvo ocorrer apenas
durante o tempo e no local onde se verificar interacio da luz com o PS.
Para além disso, tanto o oxigénio singuleto como o radical hidroxilo
tém tempos de vida de alguns nanosegundos, o que limita o seu raio
de acido destrutiva ao local onde siao produzidos, evitando a propaga-
cdo dos fenomenos oxidativos aos tecidos saudaveis circundantes [10].

Os reduzidos efeitos secundarios, que advém da elevada seletividade,
e a inexisténcia de mecanismos especificos de resisténcia a PDT, permi-
tem que o tratamento possa ser repetido em caso de necessidade, como
em situacdes de recorréncia ou de existéncia de multiplas lesdes. A PDT
pode ser também utilizada em conjugacdo com cirurgia, quimioterapia
ou radioterapia, uma vez que nao interfere com estas modalidades de
tratamento nem apresenta os efeitos secundarios que as caracterizam.
Muitas combinacoes de PDT com farmacos convencionais estao também
a ser estudadas com o objectivo de encontrar efeitos de sinergismo [24].

A auséncia de sequelas significativas depois de tratamentos de PDT
constitui também uma enorme vantagem. Durante o tratamento nao se

verifica o aumento da temperatura do tecido, ainda que em tratamentos

4 Do inglés Enhanced Permeability and Retention.
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dermatolégicos com frequéncia os pacientes reportem a sensacio de
queimadura, e também nido ha destruicio do tecido conjuntivo, o que
permite manter a integridade dos tecidos em termos anatémicos e funcio-
nais. Exemplo disso é o excelente efeito cosmético que normalmente se
obtém depois do tratamento de lesdes na pele, em oposi¢cao as cicatrizes
que frequentemente subsistem ap6s uma cirurgia [22].

Na area da oncologia, em tumores sé6lidos localizados e em fase ini-
cial de desenvolvimento, a PDT pode ser uma alternativa terapéutica
extremamente eficaz com apenas um tratamento. No entanto, em casos
de cancro avancado onde os tumores sio normalmente de maiores di-
mensoes, a PDT tem sido aplicada apenas como tratamento paliativo,
devido a capacidade limitada de penetraciao da luz nos tecidos. Nestes
casos, permite atrasar a progressio da doenca e aumentar a qualidade de
vida dos doentes. O caracter localizado da PDT também tem sido visto
como uma das suas principais limitacdes, uma vez que até agora nio
permitia o tratamento de tumores metastizados [13, 22]. Com o intuito
de ultrapassar esta limitacao, muitos grupos de investigacio estio em-
penhados em compreender e modular a resposta do sistema imunitario
ap6s o tratamento de PDT. O objectivo € favorecer a geracio de uma
resposta imunitaria anti-tumoral especifica com capacidade para eliminar
células tumorais espalhadas pelo organismo (e.g. metdstases) [25, 26].

As reacoes de fotossensibilidade cutanea tém sido apontadas até agora
como o efeito adverso mais significativo da PDT. Este € um problema
que ocorre devido a acumulacio de PS na pele dos doentes. As molé-
culas de PS acumuladas na pele podem iniciar a reacdo fotodiniamica,
por aciao da luz solar ou iluminacao artificial forte, originando lesoes
cutaneas de fotossensibilidade. O mesmo fenémeno 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. Ainda que a primeira vista esta limita-
cao possa ser considerada um preco baixo a pagar pelo doente, tendo
em conta os beneficios obtidos, o risco de fotossensibilidade sempre
foi mal aceite quer por doentes quer por médicos, tendo contribuido

para a lenta penetracio da PDT na pratica clinica. No tratamento com
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porfimero sédico (Photofrin®) o periodo de fotossensibilidade pode
durar entre 4 e 12 semanas, enquanto com a temoporfina (Foscan®)
é de 2 a 4 semanas [12, 13]. Alguns PS de 3* geracido atualmente em de-
senvolvimento ja presentam perfis farmacocinéticos que se caracterizam
por uma rapida eliminacio do composto do organismo, minimizando a
sua acumulac¢ido na pele, o que se traduz numa reducio significativa do

risco de ocorréncia de reaccoes de fotossensibilidade [27, 28]

16.4.4. Fontes de luz, fotossensibilizadores e oxigénio

16.4.4.1. Fontes de luz

Acompanhando os progressos que se tém verificado ao nivel do desen-
volvimento de novas moléculas para PDT, o conhecimento da interacao
da luz com tecidos biolégicos e o desenvolvimento tecnologico de fontes
de luz também conheceram grandes avancos. Atualmente é possivel fazer
chegar luz em doses adequadas e de forma precisa a maioria dos locais no
organismo. Os sistemas de irradiacdo utilizados em PDT variam consoante
o tipo de tumor a irradiar e a sua localizacdo. Para tratamentos na pele,
lampadas adequadas, associadas a sistemas de filtros opticos, ou sistemas
de LEDS siao boas alternativas devido ao baixo custo e ao facil acesso a zona
a tratar. Para tratamento de tumores internos e/ou de maiores dimensdes
recorre-se frequentemente a um laser cuja luz é direcionada para o tecido
alvo por intermédio de fibra 6ptica, através de endoscopia. Atualmente os
lasers de diodo sao muito usados em PDT devido a sua fiabilidade e sim-
plicidade de utilizacio. Cada laser emite num determinado comprimento
de onda que ¢é fixo, o que obriga a existéncia de dispositivos de irradiacao
especificos para cada PS com bandas de absorc¢io distintas [13, 22].

A luz é um componente-chave da PDT, como tal é necessario fazé-la

chegar de forma precisa e em quantidade adequada ao tecido alvo para

5 Do inglés Light-Emitting Diode.
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que o tratamento produza o efeito desejado. A propagacdao da luz nos
tecidos € influenciada principalmente por fenomenos de dispersao e ab-
sorcao, que dependem da composi¢ao do tecido e do comprimento de
onda da luz. A estrutura dos tecidos nio é homogénea devido a presenca
de macromoléculas, organitos celulares e outras estruturas, o que contri-
bui para uma grande dispersiao de luz, especialmente para comprimentos
de onda mais baixos. A influéncia da absorcao € bastante menor mas ainda
assim, moléculas como a hemoglobina ou a melanina possuem cromoéforos
responsdveis pela absor¢io de luz abaixo dos 600 nm, enquanto acima
dos 1300 nm a absorciao de luz pela agua nos tecidos aumenta substan-
cialmente. Para além disso, a luz de comprimento de onda superior a
800 nm nio possui energia suficiente para iniciar a reacao fotodinamica.
Devido a estes constrangimentos a gama util de comprimentos de onda
da luz para PDT, designada por janela terapéutica, situa-se entre os 600
e os 800 nm [10, 25].

A profundidade de penetracdo efetiva média da luz varia de forma
significativa dentro desta gama de comprimentos de onda. Por exemplo,
um PS que seja excitado com luz de 630 nm permite uma profundidade
efetiva de tratamento de 3-5 mm, enquanto outro PS com absorciao a 750
nm permite aumentar profundidade efetiva para cerca de 10 mm. Este
facto explica o grande esforco que se tem verificado no desenvolvimento
de novas moléculas para PDT com elevada absor¢io a comprimentos de
onda mais elevados, que visam garantir maior eficicia em zonas mais
profundas ou em tumores de maior dimensao [6].

Sendo um dos componentes essenciais da PDT, a luz a utilizar deve
ser controlada de forma rigorosa em termos de precisio da aplicacio,
area de aplicacio, intensidade e dose total. Para cada protocolo de irra-
diacdo estao definidos rigorosamente os parametros chave a respeitar e

que consistem normalmente em:

Energia em Joule (J);

Poténcia em Watt (W)6;

61wW=1 J/segundo.
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Fluéncia — energia por unidade de area (J/cmy);
Taxa de fluéncia - velocidade de aplicacio da luz por unidade de
area (W/cmy);

Tempo de irradiacio.

16.4.4.2. Fotossensibilizadores

A maijoria das moléculas usadas como PS em PDT é baseada na es-
trutura do anel tetrapirrélico da porfirina, semelhante ao encontrado no
grupo heme da hemoglobina, ou nas clorofilas, que sio conhecidas pela
sua grande capacidade de absorcido de luz.

Como referido anteriormente (Sec¢dao 16.3), os primeiros compostos
a demonstrar potencial terapéutico em PDT foram derivados da hema-
toporfirina (HPD), cuja versao purificada e aprovada comercialmente, o
porfimero sédico (Photofrin®), representa a 1* geracio de firmacos para
PDT. O porfimero sédico caracteriza-se por ser uma mistura de moléculas
foto-ativas e apresenta um espectro com varias bandas de absorc¢ao, que
diminuem de intensidade quanto maijor for o comprimento de onda, até
aos 630 nm. Uma vez que a capacidade de penetracdo da luz nos tecidos
aumenta com o comprimento de onda, a excitacio do porfimero sédico
é efectuada com luz de 630 nm, o que obrigada a aplicacio de doses de
luz elevadas (100 — 200 J/cm;) para compensar a sua reduzida absorcao
de luz nessa regiao do espectro. Apesar de atualmente continuar a ser
utilizado na clinica, cedo se percebeu que o porfimero sédico apresentava
alguns pontos fracos: (1) baixa eficacia, devido a reduzida capacidade de
absorver luz e a limitada capacidade da luz de 630 nm em penetrar nos
tecidos, e (2) longo periodo de fotossensibilade cutanea como principal
efeito secundario [13].

A aprovacio do acido 5-aminolevulinico (Levulan®), seguida pela
do seu éster mais apolar aminolevulinato de metilo (Metvix®), consti-
tuiu outro importante marco na histéria da PDT. Ambas as moléculas
sao pro-farmacos, uma vez que sio metabolizadas no interior das

células para formar o verdadeiro PS, a protoporfirina IX (um PS de
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1% geracao). As suas principais indicacdes sao o tratamento de lesdes
pré-cancerigenas da pele, como a queratose actinica, ou cancerigenas
nao melanémicas, como o BCC [12].

Como resultado da procura de melhores PS, em 2001 foi aprovado
na Europa um novo firmaco para PDT, a temoporfina (Foscan®), um
PS de 2* geraciao. A temoporfina é um composto puro, com maior
absor¢dao de luz num comprimento de onda mais longo (652 nm) re-
lativamente as porfirinas, necessitando de doses de luz cerca de dez
vezes inferiores e permitindo uma profundidade efetiva de tratamento
ligeiramente superior a do porfimero sédico. De realcar também que
o periodo de fotossensibilidade cutanea da temoporfina € significativa-
mente menor (2 a 4 semanas contra 4 a 12 semanas para o porfimero
s6dico) [13]. Contudo, a aprovacio da temoporfina para PDT deixou
ainda uma grande margem de progressao para o desenvolvimento de
novos PS, com propriedade farmacocinéticas mais favoraveis e com
maiores indices fototerapéuticos. Neste contexto, entende-se o indice
fototerapéutico como a razio entre toxicidade do PS na auséncia de
luz e a sua fototoxicidade, ou seja, um indice que traduz a vantagem
de um PS que é bem tolerado pelo organismo mas que se torna local-
mente muito citotéoxico quando é iluminado por luz de comprimento
de onda adequado.

As carateristicas de um fotossensibilizador ideal para aplicacio em
PDT no tratamento do cancro encontram-se descritas e discutidas em
varios artigos de revisdo [10, 12, 22], revelando a existéncia de um ele-
vado consenso. Assim, um PS ideal deve ser um composto puro, com boa
estabilidade em armazenamento e com baixo custo de producio. Deve
apresentar uma forte absorcio de luz em comprimentos de onda eleva-
dos, dentro da janela terapéutica (600 — 800 nm) e elevada capacidade
para geracio de ROS, para maximizar a sua eficiacia e a profundidade
efetiva de tratamento. Deve ter carateristicas fisico-quimicas que facilitem
a sua administracio em formulacdoes biocompativeis e que favorecam
a sua acumulacao preferencial no tecido alvo. Nio deve ser to6xico na
auséncia de luz e deve ser rapidamente eliminado dos tecidos saudaveis

de forma a minimizar a ocorréncia de efeitos secundarios.
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Na ultima década tem-se assistido a procura de uma 3* geracao
de PS para PDT que devera apresentar moléculas ativadas por luz de
comprimentos de onda mais longos, que minimizem ou eliminem a
ocorréncia de reacdes de fotossensibilidade cutanea e que tenham uma
maior capacidade de acumulacido seletiva no tumor [13]. Inserindo-se
nesta nova geraciao de PS, recentemente foi desenvolvida a sintese de
uma familia de macrociclos tetrapirrélicos da familia das bacterioclo-
rinas [29, 30], que se tém evidenciado por apresentar carateristicas

fotofisicas e

Tabela 16.1. Medicamentos para PDT aprovados para tratamento de tumores ou
lesdes pré-cancerigenas na Europa e nos EUA [31, 32].

Excitacao

Molécula Nome Comercial Indicacio Aprovada
A (nm)

e Displasia grave do eséfago

. L. . (es6fago de Barret)
Porfimero sédico 630 Photofrin (EUA) P

Cancro do eséfago
o Cancro do pulmio
Levulan (EUA) o Queratose actinica
Acido 5-aminolevulinico 635 Ameluz (Europa) ° Queratose actinica

(5-ALA)

o Glioma (em combinac¢ao com

Gliolan (Europa) cirurgia)

Metvixia (EUA) o Queratose actinica

Aminolevulinato de
metilo 635 . Queratose actinica

. Carcinoma basocelular
e Carcinoma espinocelular in
situ

(MAL) Metvix (Europa)

Temoporfina 652 Foscan (Europa) ° Cancro da cabeca e pescoco

fotoquimicas muito proximas do PS ideal [16, 33], tendo revelado
resultados muito promissores na fase de desenvolvimento nao-clinico
[34-36]. Um outro exemplo, é a padoporfina, um derivado de bacterio-
clorofila que se encontra em desenvolvimento clinico para o cancro da
prostata [37]. Na Tabela 16.1 encontram-se listados os PS aprovados
para PDT do cancro na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA).
A Tabela 16.2 apresenta os PS em fase de desenvolvimento clinico para

indicacoes oncoloégicas.
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16.4.4.3. Oxigénio

Apesar do oxigénio molecular ser um dos trés componentes chave
do mecanismo da PDT, a sua importancia para a eficacia do trata-
mento pode ser facilmente negligenciada ao assumir-se como certa a
sua presenca em quantidade suficiente no tecido alvo. Na realidade
a concentracao de O; pode variar de forma significativa entre dife-
rentes tumores e mesmo entre diferentes regides do mesmo tumor,
dependendo principalmente da densidade da vasculatura que o irriga.
Especialmente em tumores sélidos mais profundos, frequentemente ca-
raterizados pelo seu micro-ambiente anéxico, a falta de oxigénio pode
ser um factor muito limitante. Num tratamento de PDT, a irradiacido
do tumor com luz de poténcia elevada pode facilmente levar a que a
velocidade a que o O, é consumido pela reacio fotodinimica supere
a taxa de difusao do O; no tecido. Esta situacio pode originar o es-
gotamento local temporario do O, levando a interrup¢iao da producio
de ROS e a consequente reducido da eficacia do tratamento. De facto,
num ambiente andéxico, um PS com estado tripleto mais longo tem
mais probabilidade de interagir com uma molécula de oxigénio antes
de retornar ao seu estado electronico fundamental. Consequentemente,
nestas condi¢des, poderd ser mais eficaz do que um PS com estado
tripleto mais curto. Existem estratégias que devem ser consideradas
durante a fase de optimizacio do protocolo de PDT para contro-
lar os niveis de O, no tumor. Através de técnicas de monitorizacio
da quantidade de O; nos tecidos [39] é possivel ajustar a poténcia da
luz (compensada com o aumento do tempo de irradiacio para manter
a dose total de luz) até que a taxa de consumo de O, se equipare a
taxa de difusido. Este equilibrio também pode ser conseguido recor-
rendo ao fraccionamento da dose de luz, isto €, aplicacao intermitente

da dose de luz (descrito em [40, 41]).
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Tabela 16.2. Moléculas em fase desenvolvimento clinico para PDT do cancro [38].

Molécula Excitacdo Indicacio em Estudo Fase Clinica
A (nm)

Cancro da cabeca e pescoco I

S.ALA 635 Neur.oﬁbroma dérmico benigno I
Carcinoma basocelular 1

Cancro do célon i

Hexaminolevulinato 635 Cérvix uterino il
Cancro da cabeca e pescoco 1T

HPPH 665 Mesotelioma I
Cancro do pulmao I

. Cancro do rim 11
Padelioporfina 753 Cancro da prostata 111
Tumores do SNC 1

Metastases de carcinoma da mama 1

na pele

Porfimero sédico 630 Hepatocarcinoma !
Cancro da bexiga 11

Cancro da cabeca e pescoco 11

Mesotelioma il

Colangiocarcinoma 111

Ftalocianina de silicio 4 675 Tumores cutaneos (nao-melanoma) 1
Temoporfina 652 Cancro do pulmao I
LUZ11 749 Cancro da cabeca e pescoco 1/11

HPPH - 2-(1-hexyloxyethyl]-2-devinyl pyropheophorbide-a; SNC - Sistema ner-
voso central; LUZ11 - 5,10,15,20-tetrakis(2,6-difluoro-3-N-metilsulfamoilfenil)

bacterioclorina.

16.5. Efeitos da Terapia Fotodinimica no organismo

16.5.1. Biodistribuicio e acumulacio intracelular do PS

16.5.1.1. Aplicacao tépica

A identificaciao visual e o facil acesso as lesdes localizadas na pele

conduziram a selecio da via de administracao tépica como via pre-
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ferencial para aplicacio cutanea de PDT. No entanto, o elevado peso
molecular dos PS que tém como estrutura base a molécula de porfirina,
que dificulta a permeacao cutinea, levou ao desenvolvimento de novos
PS com menor peso molecular. O acido 5-aminolevulinico (5-ALA) e
o metilaminolevulinato (MAL) sio moléculas bastante mais pequenas
e, por isso, em formula¢des adequadas para aplicacao tépica, apresentam
uma capacidade muito maijor para atravessar a barreira fisica da pele,
especialmente o MAL por ser mais hidrofébico. Ambos sio precursores
metabolicos da protoporfirina IX (PP IX), uma molécula fotossensibiliza-
dora produzida pela via biossintética do grupo heme em todos os tipos
de células nucleadas do organismo (Figura 16.4) [12].

O protocolo de tratamento inicia-se com a aplica¢io de uma for-
mulacao toépica da molécula percursora diretamente sobre as lesdes a
tratar. Apos a aplicacdo sio necessarias algumas horas de espera antes
da irradiacdo, para que o composto penetre nas células alvo e seja con-
vertido em protoporfirina IX (PP IX), que é sintetizada na mitocOndria
e depois acumula-se noutros sistemas membranares intracelulares [22].
Esta acumulaciao ocorre devido a saturacio da enzima ferroquelatase, que
converte a PP IX no grupo heme e que em alguns tipos de tumor também
apresenta menor atividade do que nos tecidos normais, contribuindo de

forma significativa para a seletividade do tratamento [42].

16.5.1.2. Administracio sistémica

Quando a lesdo a tratar se encontra em locais mais internos do orga-
nismo é necessario que o PS, formulado num veiculo adequado as suas
carateristicas fisico-quimicas, seja injetado na corrente sanguinea, para que
se distribua pelo organismo e preferencialmente se acumule nas células
alvo. Os perfis de farmacocinética e de biodistribuicao, que dependem
muito do tipo de PS, permitem a determinaciao dos parametros do protocolo
de PDT, especialmente o momento em que é realizada a irradiacio [43].
A polaridade da molécula é um dos principais factores que determinam

o modo como a molécula se distribui pelo organismo quando entra no
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sistema vascular, quanto tempo permanece em circulacio, como interage
com os componentes sanguineos e qual a sua capacidade para se acumu-
lar no tecido tumoral. Estes factores também estao muito dependentes da

composicao da formulacao selecionada para administrar o PS [23].

I’

Produtos ¢
Intermediarios 'l
1

o 1
\

OR

5-ALA-R=H

MAL - R= CH, \‘\)1—\\\

Grupo Hemo

Figura 16.4. Esquema resumido da via biossintética do grupo heme. A entrada

de 5-ALA ou MAL exoégeno nas células favorece a sintese e acumulacio de PP

IX. Ap6s a aplicacao da formulaciao topica o intervalo de tempo DLI tem uma
duracio de 3 a 6h, ap6s o qual o tecido alvo é irradiado com luz de 635 nm.

Compostos com carateristicas hidrofilicas, por serem mais soluveis
em meio aquoso, sao mais simples de formular e administrar sem causar
precipitacao e, quando em circulacao, ligam-se preferencialmente a al-
bumina. No entanto, a sua elevada polaridade dificulta a sua passagem
através da membrana celular (com carateristicas apolares), o que resulta
em baixos niveis de acumulacio nas células tumorais. Por outro lado,
moléculas com carateristicas hidrofébicas tém solubilidade muito reduzi-
da em meio aquoso pelo que a sua administracdo IV nao é tdo simples.

Este tipo de PS requer formulacdes mais complexas como micelas,
lipossomas, nanoparticulas poliméricas ou conjugacio com polimeros
hidrofilicos. Para além deste tipo de formula¢cdes para entrega passiva,
tém sido desenvolvidas outras que permitem aumentar a seletividade do

PS através de direcionamento ativo para o tecido tumoral, fazendo a sua

657



conjugaciao com lipoproteinas de baixa densidade (LDL), anticorpos mo-
noclonais especificos ou outras moléculas com elevada afinidade para os
tumores alvo. A formulacio ideal deve ser biodegradavel, nao-imunogénica
e permitir a acumulaciao do PS no tecido alvo em quantidade terapéutica,
minimizando ou eliminando a sua interacio com os tecidos saudaveis.
Deve proporcionar também a entrega do PS na sua forma monomérica e
sem alteracdo da sua atividade terapéutica [44].

Muitos dos PS com carateristicas hidrofébicas ap6s entrarem na circu-
lacdo tém tendéncia para se ligarem ao nucleo lipidico de lipoproteinas,
principalmente as LDL, tirando partido da sobre-expressiao de receptores
para as LDL em muitas células tumorais para ai conseguirem uma acu-
mulacao mais seletiva. Este aumento da expressao dos receptores de LDL
permite as células neoplasicas captar o colesterol extra de que necessitam
para a biossintese de membranas celulares que necessitam para o seu

rapido desenvolvimento [23].

16.5.1.3. Localizacido intracelular do PS

Como referido na Secc¢io 16.4.3, um dos factores que contribui para
a seletividade da PDT é o tempo de vida muito curto das ROS formadas
no local da irradiacdo, o que limita o seu raio de a¢do destrutiva a ape-
nas alguns nanometros. Este facto obriga a que, nos protocolos de PDT
que visam tirar partido duma acumulacido preferencial do PS nas células
tumorais, o PS tenha capacidade de chegar e interagir com as células do
tecido alvo. Esta interacao compreende a sua entrada na célula e a sua
localizacao intracelular, e depende sobretudo da carga i6nica, polaridade
e grau de assimetria da molécula de PS. Compostos com carateristicas
hidrofobicas e com até 2 cargas negativas podem entrar nas células atra-
vessando a membrana celular por difusio e posteriormente localizar-se no
ambiente apolar de estruturas membranares intracelulares, como o reticulo
endoplasmatico ou a aparelho de Golgi. Os PS deste tipo tendem a ser
captados em maior quantidade, mesmo quando a sua concentracio no

meio extracelular é baixa. Ja as moléculas com carateristicas hidrofilicas
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e com mais de 2 cargas negativas sio demasiado polares para atravessar
a membrana celular por difusio e, por isso, sio captadas pelas células
por endocitose, podendo depois localizar-se nos lisossomas formados
nesta via de internalizacdo [6, 43].

Outra das possibilidades de localizacao intracelular para um PS é
a mitocdndria. Compostos hidrofobicos e com cargas positivas tendem
a localizar-se na mitocondria atraidos pelo seu potencial de membrana
e ambiente apolar. A mitocondria é considerada um alvo intracelular
muito importante em PDT, isto porque a sua destruicio pela reacio
fotodinamica esta associada ao desencadear do mecanismo de morte
celular programada por apoptose [6].

Os PS nio tém tendéncia para se localizarem no nucleo das células
e, por isso, as ROS geradas pela aplicacio da PDT nao tém efeito direto
sobre o seu ADN, o que reduz bastante o risco da ocorréncia de efeitos
mutagénicos, frequentemente associados aos tratamentos de quimioterapia
ou radioterapia [20, 45].

O estudo da localizacao intracelular dos PS utilizados em PDT é
considerado de grande importancia, uma vez que permite relacionar os
locais de acumulacio dos compostos no interior das células com o efeito
fotodinamico obtido e assim suportar a escolha do PS mais adequado
para a aplicacao pretendida. Estes estudos sao normalmente realizados
recorrendo a microscopia confocal de fluorescéncia onde se identifica,
por co-localizacio, a fluorescéncia das moléculas de PS com a fluores-
céncia de sondas marcadoras que se localizam de forma especifica nos

diversos organitos celulares.

16.5.2. Modos de acao da PDT

Em oncologia, o resultado esperado de um tratamento de PDT ¢
a eliminacido definitiva do tumor tratado e para este resultado con-
tribuem 3 efeitos distintos, mas que parecem estar interligados [23].
Na Figura 16.5 encontram-se representados os efeitos associados ao

mecanismo da PDT.
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16.5.2.1. Efeito direto sobre as células tumorais

A acio direta da PDT sobre as células tumorais constitui o efeito
mais estudado e procurado quando se aplica esta estratégia terapéutica
no cancro. Os trés mecanismos principais de morte celular — necrose,
apoptose e autofagia — podem ser ativados como resposta a casca-
ta oxidativa iniciada pelas ROS formadas na reacio fotodinamica.
O dano oxidativo destrdi de forma irreversivel biomoléculas e estru-
turas celulares chave conduzindo a morte celular. O mecanismo de
morte celular esta diretamente relacionado com os organitos celulares
onde as moléculas de PS se localizavam no momento da irradiacio,
uma vez que serdo esses que sofrerio os danos mais severos [20,
23]. O efeito citotéxico direto sobre as células tumorais é favorecido
por protocolos com intervalo DLI suficientemente elevado (e.g. >24
horas) que permitam a entrada e acumulacido preferencial do PS nas
células tumorais, relativamente aos tecidos saudaveis circundantes e
ao compartimento vascular, contribuindo para um tratamento de PDT

bastante seletivo.

Estado Singuleto
Necrose ou apoptose

é Estado / das células tumorais
1 \ Tripleto

0
2 o o

D (@)
BT Célula
NS Dendritica
NSNS A—\

Estado 302 v

Fundamental (@) () )

Ocluséo da
Vasculatura

Figura 16.5. Representacio esquematica dos modos de acio da PDT no trata-
mento do cancro (adaptado com permissao de Macmillan Publishers Ltd: Nature
Reviews Cancer [25], © 20006).
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16.5.2.2. Efeito vascular

Para além dos danos oxidativos causados diretamente nas células
tumorais pela PDT, frequentemente a aplicacao da PDT também leva a
destruicao da microvasculatura tumoral, originando a morte do tecido
tumoral devido a interrupc¢iao do fornecimento de oxigénio e nutrientes
[46]. Varios estudos demonstraram que este efeito tem um papel muito
importante para a eficicia da PDT a longo prazo (descrito em [10]),
sendo por isso uma estratégia muito explorada atualmente. Em termos
praticos, opta-se por um protocolo de PDT com administracao IV e com
um intervalo DLI muito curto (e.g. <30 minutos), para que a irradiacdo
do tumor seja realizada quando a maior parte do PS ainda se encon-
tra no compartimento vascular [28]. Desta forma sacrifica-se o ganho
de seletividade obtido com uma possivel acumulacio seletiva do compos-
to no tumor (que requer um intervalo DLI maior) para obter um ganho
de eficacia por via da destrui¢ao da vasculatura tumoral. Neste tipo de
protocolo a seletividade continua a ser assegurada pela forma precisa
de aplicacdo de luz sobre o tumor, evitando o mais possivel a irradiacao
de tecido saudavel circundante [47].

Os efeitos da PDT na microvasculatura tumoral estardo relacionados
sobretudo com danos sobre o endotélio. Dependendo do PS utilizado,
estes efeitos podem estar relacionados com alteracao dos niveis de 6xido
nitrico, ativacdo plaquetar e libertacio de tromboxanos, que originam
vasoconstricio, adesiao de leucocitos, agregacao plaquetar e formacao
de trombos [23].

16.5.2.3. Efeito sobre o sistema imunitario

As terapias oncolégicas tradicionais apresentam frequentemente efeitos
secundarios indesejaveis. Entre outros efeitos adversos, as doses terapéu-
ticas utilizadas em quimioterapia ou radioterapia causam normalmente
imunossupressiao, devido a sua toxicidade sobre a medula 6ssea (respon-

savel pela producao das células que compdem o sistema imunitario) [25].

661



A PDT foi durante muitos anos considerada como um tratamento local
que exercia o seu efeito unicamente através da acido toxica das ROS di-
retamente sobre as células e a microvasculatura tumoral. Recentemente,
provou-se que a acao da PDT provoca frequentemente uma resposta in-
flamatoria aguda localizada, o que leva a ativaciao do sistema imunitario
do paciente. A resposta imunitaria gerada também contribui de forma
significativa para a eficacia da terapia, conseguindo mesmo atuar em tu-
mores estabelecidos em locais afastados do local de irradiacao (descrito
em [48, 49]). Estas importantes descobertas foram realizadas sobretudo
em modelos animais, mas existem relatos de tratamentos clinicos de
PDT que confirmam a existéncia de uma resposta anti-tumoral sistémica
induzida pela PDT [50, 51]. A resposta imunitaria induzida pela PDT sera

abordada em maior profundidade na Sec¢io 16.5.4.

16.5.3. Mecanismos de morte celular em PDT

Os estudos até agora realizados demonstram que niao existe um meca-
nismo unico responsavel pela morte celular provocada pela PDT. Na Seccio
16.5.2.1 foi referido que os trés principais mecanismos de morte celular
(apoptose, necrose ou autofagia) poderao estar envolvidos. O contributo
de cada um deles para o efeito final da PDT depende do tipo de tumor,
das carateristicas do PS e dos multiplos factores que definem o protocolo
de tratamento. Os resultados conhecidos sugerem que em protocolos de
PDT mais agressivos (elevada dose de PS, elevada dose de luz, ou ambas
e tempos DLI curtos) tendem a provocar extensa morte celular por ne-
crose, ao contrario de protocolos menos intensos, que parecem favorecer

a morte celular por apoptose [52].

16.5.3.1. Autofagia

A autofagia € um mecanismo celular catabodlico que permite as células

eucarioticas reciclar os seus componentes. Numa situacao normal este
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mecanismo permite as células a digestdo de proteinas e organitos danificados
ou agentes patogénicos, mas em situacdes de emergéncia pode permitir
a redistribuicao de nutrientes para processos essenciais a sua sobrevivén-
cia. No entanto, em situacdes mais extremas também pode levar a morte
celular, devido a excessiva digestao de componentes essenciais [20, 52].
A autofagia também pode apresentar esta dicotomia funcional como
resposta 2 PDT. Em determinadas condi¢des pode permitir as células re-
cuperar dos danos infligidos pela PDT e noutras pode favorecer a morte
das células atingidas pelo tratamento. Os dados disponiveis parecem
indicar que nos protocolos de PDT em que a apoptose € a principal via
de morte celular, a autofagia funciona como um mecanismo de repara-
¢ao celular, protegendo as células afectadas pela destruicio oxidativa e
contrariando o efeito do tratamento. Noutras situacdes, quando o meca-
nismo de apoptose nas células afectadas pela PDT se encontra danificado,
ocorre um aumento brutal da atividade autofagica que promove a morte
celular, favorecendo a destruicao do tumor. No entanto, o mecanismo
responsavel pela alternincia entre o efeito protetor e o efeito destruidor

da via autofagica ainda é pouco conhecido [10, 53].

16.5.3.2. Apoptose

A apoptose é descrita como um mecanismo de morte celular progra-
mada que se encontra geneticamente codificado e dependente de energia
(sob a forma de ATP). Em termos morfologicos, carateriza-se pela conden-
sacao da cromatina, clivagem do ADN cromossémico, contraciao celular,
enrugamento da membrana com formaciao dos corpos apoptoticos, e ex-
posicio de fosfatidilserina no folheto externo da membrana celular [52,
53]. O processo de apoptose leva a secre¢cao de moléculas sinalizadoras
para o meio extracelular que atraem células fagociticas responsaveis
pela eliminacao dos corpos apoptéticos resultantes, evitando o processo
inflamatério e a consequente ativacio do sistema imunitario [45].

O facto de protocolos de PDT menos agressivos favorecerem a morte

celular por apoptose pode ser explicado pela necessidade de que toda
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a complexa maquinaria celular necessaria se encontre funcional, o que

podera nao acontecer apés protocolos de PDT mais agressivos [52].

16.5.3.3. Necrose

A necrose € um mecanismo de morte celular descrito como uma forma
de degeneraciao rapida e marcada de populacdes celulares relativamente
grandes, e que se carateriza pela expansio do citoplasma, destruicao de
organitos e desintegracdo da membrana celular, provocando a libertaciao
do contetdo do citoplasma para o meio extracelular e consequente reacao
inflamatéria. Este mecanismo é favorecido por protocolos de PDT mais
agressivos, com doses elevadas de PS, de luz, ou de ambos, e também
por PS que tendem a acumular na membrana celular [52].

Devido a capacidade de originar uma extensa resposta inflamatéria
aguda local, que pode levar a ativacao do sistema imunitario, o mecanismo
de morte celular por necrose podera ser o mais relevante para protocolos
de PDT com eficacia sistémica e de longo prazo.

As vias de morte celular ativadas pela PDT dependem das estruturas
celulares diretamente atingidas pelo dano oxidativo e a extensao dos danos
determinara a resposta celular. Possivelmente, o mecanismo de autofagia
sera ativado como forma de defesa pelas células afetadas pela PDT, para
tentar conter e eliminar proteinas e estruturas danificadas. A partir de
um determinado limiar de destruicio, quando a reparaciao celular deixa
de ser possivel, ocorrera a ativacio da via apoptética. Nos casos em que
o protocolo de PDT ¢é extremamente agressivo, destruindo a maquinaria
celular responsavel pelos mecanismos de autofagia e apoptose e levando
a perda de integridade celular, a necrose sera a tnica via de morte celular
possivel [52]. Note-se, porém, que no tratamento de um tumor sélido a
distribui¢do da luz no tecido tumoral nao sera homogénea devido a forte
atenuacao da luz pelos tecidos. Assim, a regiao mais superficial do tumor
estard sujeita a uma dose de luz mais elevada do que uma regido mais
profunda, o que podera significar que os mecanismos de morte celular

a ocorrer sejam diferente nas varias regides do tecido tumoral.

664



Assim, uma melhor compreensiao da relacio entre os mecanismos de
autofagia, apoptose e necrose ao nivel intracelular, juntamente com um
maijor conhecimento do seu impacto no desenvolvimento da resposta
imunitaria, sio requisitos essenciais para melhorar as estratégias tera-

péuticas em PDT.

16.5.4. Resposta imunitaria induzida pela PDT

Em oncologia, para além da destruicio definitiva do tumor principal,
a terapia ideal deve ser capaz também de ativar o sistema imunitario
para o reconhecimento e destruicao das células tumorais no local, ou em
metastases noutros locais do organismo. A PDT tem sido descrita como
sendo capaz de provocar alteracdes significativas no sistema imunitario.
Estas alteracdes podem traduzir-se em efeitos de ativacao ou de supressao
da resposta imunitaria. Os efeitos imunossupressores apenas tém sido
associados a uma reacio local a tratamentos de lesdes na pele com areas
de irradiacao elevadas [25, 54].

O dano oxidativo infligido sobre as células que fazem parte do es-
troma tumoral (células tumorais, células endoteliais, macréfagos, etc.)
pela PDT leva a sua morte por necrose ou apoptose. Por oposicio a
apoptose, onde o conteido do citoplasma das células permanece isolado
em vesiculas membranares, a necrose carateriza-se pela desintegracao
da membrana plasmatica e libertacao do contetido do citoplasma para
o meio extracelular, originando a exposicao de antigénios tumorais que
normalmente se encontram confinados ao meio intracelular. Esta altera-
¢ao subita da integridade e da homeostasia do tecido desencadeia uma
resposta inflamatéria aguda iniciada pela secrecao de mediadores pro-
-inflamatérios como o factor de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1
(IL-1) ou interleucina-6 (IL-6), que atraem elementos responsdveis pela
resposta imunitaria nao especifica que se infiltram no tecido danificado:
neutrofilos, mastocitos, macrofagos e células dendriticas [52].

Esta mobiliza¢io das células da componente inata do sistema imunita-

rio tem como func¢ao repor a homeostasia na regiao afectada, através da
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destruicao das células danificadas e remocao dos detritos resultantes da
morte das células do tecido tumoral, e é fundamental para a subsequente
ativacio da componente adaptativa.

As células dendriticas desempenham um papel de relevo na ponte entre
os dois bracos do sistema imunitario, o inato e o adaptativo. Ao infiltrarem-
-se na regido afectada pela PDT, as células dendriticas sio ativadas pelos
mediadores de inflamaciao presentes, captando antigénios tumorais presen-
tes no meio extracelular e dirigindo-se depois para os nédulos linfaticos
mais proximos. Ai chegadas as células dendriticas expdem os antigénios
tumorais, tornando-os acessiveis ao contacto com linfécitos T CD4* que
ficam ativados. Estes por sua vez estimulam linfécitos T citotoxicos CD8™,
que assim adquirem a capacidade de reconhecer e destruir de forma
especifica as células tumorais, podendo circular por todo o organismo
durante longos periodos de tempo, assegurando uma resposta imunitaria
anti-tumoral sistémica (descrito em [10, 23, 25]). A Figura 16.6 mostra de
forma esquematica o mecanismo de ativacao do sistema imunitario como
resposta ao tratamento de PDTO. O equilibrio entre a ocorréncia de apoptose
ou necrose depende das carateristicas do PS e dos factores que definem o
protocolo de PDT e tem influéncia direta na extensao da resposta imunitaria
induzida pela PDT [53]. No entanto, nao é consensual qual das vias é mais
eficaz na ativacido do sistema imunitario. A hipétese com maior nimero
de apoiantes defende que os protocolos de PDT anti-tumoral que favore-
cem a morte celular por necrose sio muito mais efetivos na estimulacio
da resposta imunitaria. Esta hipotese baseia-se no facto de, ao contrario da
morte celular por apoptose, a morte celular por necrose causar uma forte
resposta inflamatéria local que € necessaria para a ativacao do sistema
imunitario a nivel sistémico [10, 25].

O estudo aprofundado dos mecanismos envolvidos na resposta imuni-
taria induzida pela PDT tem concentrado uma enorme atenc¢ao de muitos
grupos de investigacdo. Existem muitos relatos de estudos em modelos
animais, sobretudo em roedores que, para além de ajudarem a compreen-
der o fenomeno, também tém abordado varias estratégias de combinacao
da PDT com agentes adjuvantes, com o objectivo de potenciar a resposta

do sistema imunitario para aumentar a eficicia da PDT [55-58].
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Figura 16.6. Representacio esquematica do processo de ativacao do sistema imu-
nitario pela PDT. DC - células dendritica (adaptado com permissio de Macmillan
Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer [25], © 2000).

Um destes estudos, realizado por P. Mroz e colaboradores [51], de-
monstrou num modelo de ratinho BALB/c com tumor do c6lon CT26
subcutineo que a aplicacio de um protocolo de PDT de acdo vascular
resultou numa elevada taxa de cura a longo prazo. Esta elevada eficacia
deveu-se a ativacao do sistema imunitario, confirmada pela anilise de
marcadores moleculares especificos. Foi também demonstrado que a
resposta imunitaria foi sistémica e suficientemente forte, para permitir
a cura de um tumor estabelecido fora do campo de irradiacio, e pro-
longada, permitindo a animais previamente curados com PDT rejeitarem
uma segunda inoculacio das mesmas células tumorais trés meses apos o
tratamento. A necessidade de um sistema imunitario adaptativo funcional
foi confirmada quando, nas mesmas condicodes, o protocolo foi utilizado
para tratar o mesmo tumor em animais imunodeprimidos. Neste caso nao
se verificou qualquer cura definitiva do tumor primario e nio houve ne-
nhuma influéncia no crescimento de um segundo tumor localizado fora
do campo de irradiacao [51].

Este efeito de imunidade anti-tumoral sistémica induzida pela PDT ¢é
atualmente descrito como fundamental para o aumento da eficiacia da
PDT a longo prazo, complementando o efeito das ROS na destruicio

das células tumorais no local tratado. Numa situacao ideal, o tratamento
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com PDT podera funcionar como uma vacina anti-tumoral com alcance
sistémico e duradouro capaz de eliminar possiveis metastases existentes

noutros locais do organismo [59].

16.6. A PDT na pratica clinica

Apesar do conceito da PDT aplicado ao tratamento do cancro ja ter
surgido ha mais de um século, a penetracio da PDT na pratica clinica
em oncologia tem sido bastante lenta. A falta de PS com as caracteristi-
cas adequadas e a complexidade inerente a definicao das condicoes de
tratamento e aos recursos tecnolégicos envolvidos podera desencorajar
a sua aplicacao clinica, acabando em muitos casos por ser apenas uti-
lizada como tratamento paliativo quando ja ndo existem alternativas.
Adicionalmente, os periodos relativamente longos de fotossensibilidade
cutinea, associados aos fotossensibilizadores comercializados, causam
desconforto para o doente ao obriga-lo a permanecer em ambientes com
luz restringida [10].

Correntemente, a PDT por administracao tépica de PS esta aprovada
para o tratamento de lesdes dermatologicas (queratose actinica, carcinoma
basocelular e carcinoma espinocelular in situ) e, por via sistémica, esta
aprovada para o tratamento do eséfago de Barret, cancro do eséfago,
carcinoma endobronquico e cancro da cabega e pescoco.

Até ha algum tempo as principais limitacdes da PDT eram a localiza-
cao do tumor em zonas dificilmente acessiveis pela luz e tumores com
dimensodes superiores a capacidade de penetraciao da luz nos tecidos.
Contudo, tém sido desenvolvidos esforcos com o objectivo de contornar
estas dificuldades, nomeadamente através da utilizacio de fontes de luz
acopladas a fibras 6pticas, que recorrendo a endoscopia ou cateterismo,
poderio conseguir fazer chegar luz a, virtualmente, todos os locais do
organismo [10]. Por outro lado, para irradiar de forma eficaz tumores
de maiores dimensoes, tem-se recorrido a técnicas de monitorizacao
da dose de luz mais elaboradas em combinacao com PDT intersticial

(iPDT), que consiste na introducido de fibras 6pticas no interior do tumor,
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guiada por técnicas de imagiologia, para que a luz possa chegar em
quantidade suficiente a todas as células alvo [60].

Apesar das dificuldades referidas, a PDT apresenta-se como uma es-
tratégia terapéutica com enorme potencial. Esta convic¢do é suportada
pela continua aposta no aprofundar do conhecimento dos mecanismos
fisiologicos envolvidos, no desenvolvimento de novos e melhores PS e
na evolucio tecnolégica ao nivel das fontes de luz. Os resultados estio
a revelar progressos importantes, no sentido da maximizar as vanta-
gens e eliminar ou reduzir as limitacdes (abordadas na Secc¢io 16.4.3),
traduzindo-se num nuimero consideriavel de moléculas em desenvolvi-

mento para PDT do cancro e de outras doencas.

16.7. Perspectivas futuras

No futuro préximo a PDT para tratamento do cancro devera continuar
o trabalho desenvolvido até aqui, procurando novas indicacdes terapéu-
ticas e melhorando os protocolos de tratamento existentes. Os avancos
tecnolégicos conduzirdo ao melhoramento das técnicas de dosimetria,
das fontes de luz e da capacidade de a fazer chegar ao tumor, o que ira
permitir tirar melhor partido dos PS ja existentes, bem como de novos
PS com carateristicas mais préoximas do ideal [12].

A longo prazo, a PDT em oncologia podera ser revolucionada com a
introducao de estratégias inovadoras, algumas das quais ja em desenvolvi-
mento. Uma das abordagens tem-se focado no aumento da especificidade
do PS para o tecido alvo através da manipulacao das suas propriedades
farmacocinéticas e de biodistribuicio, nomeadamente recorrendo a en-
capsulacio das moléculas de PS em nanoparticulas, como lipossomas,
com ou sem direcionamento ativo, ou ao seu acoplamento com ligandos
para receptores especificos do tecido alvo [61, 62]. No entanto, esta
abordagem ¢ algo controversa, uma vez que os protocolos de PDT que
tém demonstrado maior eficacia sio aqueles que visam a destruicao do
sistema vascular tumoral, nio sendo necessario neste caso a acumulacio

do PS nas células tumorais (descrito em [10, 12]).

669



Uma estratégia para aumentar a profundidade efetiva de tratamento
em PDT esta a ser estudada ha ja algum tempo e tem a designacao de
two-photon PDT. Esta técnica utiliza pulsos de lazer (aproximadamente
100x1071> segundos) de elevada poténcia de pico, o que permite que cada
molécula de PS absorva simultaneamente dois fotdes de luz. Uma vez
que a energia dos dois fotdes absorvidos se soma, é possivel utilizar luz
com comprimento de onda superior a 800 nm e, ainda assim, ter energia
suficiente para desencadear a reacao fotodinamica, contrariamente ao
que ocorre com a PDT tradicional. Ao utilizar luz de maior comprimen-
to de onda consegue-se aumentar de forma significativa a capacidade
de penetracao da luz nos tecidos, o que torna possivel o tratamento de
tumores de maiores dimensdes ou localizados em maior profundidade.
Com a utilizacdo do laser pulsado é também possivel aumentar de forma
substancial a seletividade na aplicaciao da luz, através da focagem do feixe
apenas num determinado ponto em profundidade, permitindo o tratamento
de areas muito pequenas e reduzindo os danos nos tecidos adjacentes.
Os desafios técnicos a ultrapassar ainda sdo significativo e estio relacio-
nados principalmente com a necessidade de desenvolvimento de novos
PS que absorvam luz a comprimentos de onda mais longos (entre 800 e
950 nm) e que simultaneamente apresentem propriedade farmacologicas
adequadas [63]. Para além disso, o elevado custo e complexidade dos
sistemas de laser pulsado, ou a dificuldade de acoplamento em fibra
Optica, podem desencorajar a aplicacio desta estratégia na clinica [64].

A aplica¢io de PDT em doses baixas de PS e de luz tem sido usada para
favorecer a ocorréncia de apoptose, minimizando a ocorréncia de necrose.
Esta abordagem esta a ser explorada, numa estratégia conhecida como
metronomic PDT, para aplicacio da PDT em situacdes em que a resposta
inflamatoria originada pelo mecanismo de necrose celular é desaconselhada.
Esta técnica tem sido aplicada no tratamento de glioma, para eliminacao
das células tumorais nas margens deixadas apés a cirurgia, minimizando a
destruicdo de tecido adjacente saudavel e evitando a ocorréncia de resposta
inflamatéria aguda, que neste caso é prejudicial [65].

O tema das vacinas anti-tumorais aborda sem dudvida um dos tépicos

mais apeteciveis da medicina moderna. A possibilidade de reduzir subs-
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tancialmente a mortalidade e a morbilidade em doencas com elevada taxa
incidéncia, constitui uma enorme motivacio para a comunidade cienti-
fica. A estratégia de uma vacina convencional baseia-se na introducao
no organismo do agente infeccioso inativado, o que leva a producio de
anticorpos especificos que, num futuro contacto com o mesmo agente,
dario inicio 2 resposta imunitdria para o eliminar [49, 66]. A capacidade
da PDT induzir uma resposta imunitaria contra o tumor tratado podera
servir de base a uma vacina anti-tumoral criada com PDT. De forma re-
sumida, células tumorais seriam removidas do doente através de biopsia
ou cirurgia e cultivadas. A essas células seria aplicado um protocolo
de PDT ex vivo para as destruir, criando um lisado tumoral com elevado
potencial imunogénico que depois seria reintroduzido no organismo.
Em termos clinicos, esta abordagem teria a capacidade de impedir o de-
senvolvimento de metastases to tumor. O desenvolvimento desta estratégia
ainda se encontra numa fase inicial, mas espera-se que os resultados

possam confirmar as suas potencialidades [67].

16.8. Conclusio

A PDT é considerada uma estratégia terapéutica anti-tumoral muito
promissora. No entanto, as suas potencialidades ainda nao foram total-
mente desenvolvidas, sendo esperado que a sua gama de aplicacdes seja
largamente ampliada num futuro préximo.

A PDT apresenta vantagens relativamente as terapias oncologicas
tradicionais — cirurgia, quimioterapia e radioterapia — sendo valorizada
principalmente pelo bom perfil de tolerabilidade, auséncia de mecanismos
especificos de resisténcia e possibilidade de repeticio de tratamentos.

Uma carateristica ainda pouco explorada da PDT comeca a revelar-se
como um dos seus mais importantes factores de diferenciacio relativa-
mente a outras estratégias anti-tumorais: a capacidade para mobilizar o
sistema imunitario para o desenvolvimento de uma resposta imunitaria
anti-tumoral especifica e sistémica capaz de destruir metastases e de as-

segurar uma maior eficicia do tratamento a longo prazo.
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