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Resumo

O cancro é uma das principais causas de morte no mundo. Em Portugal é respon-
s&vel por cerca de 25 mil mortes por ano, sendo as principais neoplasias malignas as do
estdmago, colon, reto e anus, traqueia, brénquios e pulméo, e mama. A maioria dos tra-
tamentos convencionais para esta patologia, como a quimioterapia e a radioterapia, acar-
retam inimeros efeitos adversos, que podem ser bastante debilitantes. Em casos mais ex-
tremos é mesmo necessario recorrer a cirurgia.

A terapia fotodindmica é uma estratégia terapéutica emergente que consiste na
utilizacdo de um composto, o fotossensibilizador, que, quando exposto a radiagdo de um
determinado comprimento de onda, é ativado em meio celular, dando origem a espécies
reativas de oxigénio, nomeadamente oxigénio singleto. Estas espécies reativas, por sua
vez, desencadeiam mecanismos de oxidagdo que conduzem a destruicdo das células, por
apoptose, necrose ou autofagia. Para além dos mecanismos de morte celular, também
estdo envolvidos mecanismos de estimulagdo imunitéria e de destruigdo vascular. Os fo-
tossensibilizadores utilizados atualmente sdo seletivos para células tumorais, 0 que torna
a terapia fotodindmica uma boa estratégia antineoplasica. Apresenta varias vantagens re-
lativamente a outras terapéuticas convencionais, como a grande especificidade tumoral,
ndo é um tratamento invasivo e, comparativamente, apresenta efeitos adversos minimos.

Nesta monografia sdo descritos os mecanismos de proliferacdo tumoral assim
como o suporte tedrico relativo a terapia fotodindmica e seus mecanismos. Também sédo
apresentados alguns dos fotossensibilizadores mais utilizados para a terapéutica antineo-

plasica, assim como as suas aplica¢des clinicas.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica, fotossensibilizador, espécies reativas de oxige-

nio, oxigeénio singleto, oncologia



Abstract

Cancer is one of the main causes of death worldwide. In Portugal, it is responsible
for over 25 thousand deaths per year, the stomach, colon, rectum and anus, trachea,
bronqui and lung, and breast cancers being the most prevalent. Most of the conventional
treatments for this pathology, like chemotherapy and radiotherapy, involve complex side
effects. On more extreme cases, surgery is often required.

Photodynamic therapy is an emerging strategy involving the use of a photosensi-
tiser which, when exposed to light of a certain wavelength inside a cancer cell, originates
reactive oxygen species such as singlet oxygen. These reactive species trigger cellular
mechanisms which lead to apoptosis, necrosis or autophagy. Besides these cell death
mechanisms, immune system boosting and vascular destruction mechanisms are also in-
volved. The photosensitisers used are highly selective towards cancer cells, which makes
photodynamic therapy a good antineoplastic strategy. This is a non-invasive therapy with,
comparatively, very few side effects.

This text describes the tumour proliferation mechanisms and the theory behind
photodynamic therapy. The most used photosensitisers are also approached, together with

their clinical applications.

Key words: Photodynamic therapy, photosensitiser, reactive oxygen species, singlet ox-

ygen, oncology
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1. Introducéo

O cancro é uma das doencas mais prevalentes e, também, das mais temidas no
mundo. Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), em 2012 foram reportados
mundialmente cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes resultantes de
cancro.!

Um conjunto de células torna-se canceroso quando as células normais perdem os
seus mecanismos de regulacédo, ao nivel do controlo de crescimento e multiplicagdo. Estas
células descontroladas perdem, muitas das vezes, a sua capacidade de diferenciacao, que
torna, por exemplo, uma célula epitelial diferente de uma célula hepatica.?

Segundo D. Hanahan e R. Weinberg,® a grande maioria dos cancros apresenta va-

rias caracteristicas comuns, esquematizadas na figura 1.1.

Vias anormais de
sinalizagdo

Evasdo aos supressores

Evasdo a apoptose .
pop de crescimento

Indugdo da Invasdo e
angiogenese metastase

Imortalidade
replicativa

Figura 1.1. Representacdo das principais caracteristicas comuns a todos os can-
cros, resultantes de anormalidades na regulacéo do ciclo celular: vias anormais de sinali-
zagdo, insensibilidade aos sinais de inibicdo de crescimento, invasdo de tecidos e metés-
tase, divisdo celular ilimitada (imortalidade), desenvolvimento de novos vasos sangui-
neos (angiogénese) e evasao da morte celular programada (apoptose). Adaptado de Ha-
nahan et al, 2011.2

Acredita-se que s6 em presenca da maioria destas condi¢cdes uma célula defeituosa
conseguira causar um crescimento maligno. Esta situacdo pode explicar o porqué de os

cancros serem mais frequentes numa idade mais avangada. A primeira exposicdo a um



agente mutagénico, como o0 amianto ou o pd de carvéo, pode causar uma mutacao nalgu-
mas células, mas os mecanismos celulares conseguem manté-las controladas. No entanto,
uma exposi¢do prolongada pode resultar em mais danos genéticos, até uma celula se li-
bertar dos mecanismos de salvaguarda e se tornar cancerosa.? Estabelece-se assim a dis-
tincdo entre um tumor benigno — aquele que esta presente num determinado local — e um
tumor maligno — aquele que sofreu metastase. Uma metéastase acontece quando as células
cancerosas invadem novas partes do corpo, formando um novo tumor.?

O grande problema no tratamento do cancro é a existéncia de dezenas de tipos
diferentes de neoplasias, resultantes de diferentes defeitos celulares. Desta forma, a tera-

péutica tem de ser adaptada a tipologia de cancro.?

1.1. Prevaléncia do cancro em Portugal e no mundo

Sendo uma das principais causas de morte no mundo, o cancro é um importante
problema de satde publica. Como referido inicialmente, estima-se que em 2012 tenham
ocorrido cerca de 14 milhdes de novos casos de cancro, a nivel mundial, assim como 8,2
milhGes de mortes relacionadas com a doenca.*

Segundo a OMS, os cancros mais mortais, em 2012, foram?:

1. Cancro do pulmao, que causou cerca de 1,59 milhdes de mortes;

2. Cancro do figado, que causou cerca de 745000 mortes;

3. Cancro do estdmago, que causou cerca de 723000 mortes;

4. Cancro colo-retal, que causou cerca de 694000 mortes;

5. Cancro da mama, que causou cerca de 521000 mortes;

6. Cancro do es6fago, que causou cerca de 400000 mortes.

Em Portugal, no ano de 2014, foram registadas 26165 mortes resultantes de can-
cro, sendo esta a segunda principal causa de morte, logo a seguir as doencas do aparelho
circulatorio.* No nosso pais, os tipos de cancro conducentes a maior nimero de 6bitos
sd0°:

1. Tumor maligno da traqueia, brébnquios e pulmao (3927 mortes);

2. Tumor maligno do co6lon (2687 mortes);

3. Tumor maligno do estdbmago (2290 mortes);

4. Tumor maligno da prostata (1787 mortes);

5. Tumor maligno da mama feminina (1660 mortes);

6. Tumor maligno da juncéo retossigmdide e do reto (1073 mortes).



1.1.1. Fatores de risco

E dificil compreender as causas do desenvolvimento de cancro num determinado
individuo. No entanto, sdo estudados fatores que poderdo potencialmente aumentar o
risco para o seu desenvolvimento. Estes fatores de risco para o cancro incluem a exposi-
¢do a produtos quimicos e outras substancias, assim como determinados comportamentos.
Apesar de muitos destes comportamentos poderem ser evitados, fatores como o envelhe-
cimento e o historial familiar tornam essa tarefa mais dificil. Alguns dos fatores de risco
mais estudados s&o®:

- Idade

- Consumo de alcool

- Inflamacéo cronica

- Alimentacao

- Imunossupresséo

- Agentes infeciosos

- Radiacéo

- Consumo de tabaco

- Obesidade

Estima-se que cerca de 30% dos cancros sejam causados pelo consumo de tabaco,
enguanto que outros 30% estdo relacionados com a alimentacdo. Produtos carcinogénicos
existentes no tabaco, na alimentacdo e no ambiente podem provocar cancro, ao induzir
mutacdes genéticas ou ao interferir com o normal mecanismo de diferenciagéo celular.?

Agentes infeciosos, como virus e bactérias, também sdo responsaveis por um
grande numero de mortes resultantes de cancro. Por exemplo, os virus do papiloma hu-
mano (human papiloma virus — HPV) sdo transmitidos sexualmente e podem levar ao
desenvolvimento de cancro do colo do Utero; a hepatite B é responsavel por cerca de 80%
dos cancros hepaticos. Os virus podem causar cancro, por exemplo através da insercdo de
oncogenes no genoma ou da utilizagdo de promotores para a transcricdo de oncogenes

celulares.?

1.2. Fisiopatologia do cancro
Um cancro desenvolve-se ap0s o aparecimento de determinadas falhas genéticas
que conduzem a anomalias nas fungdes de controlo celular. Estas alteragcbes ocorrem em

genes conhecidos como proto-oncogenes, que codificam enzimas envolvidas no controlo
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da diviséo celular e diferenciacdo. Ao serem alterados, ocorre uma desregulagcdo no nor-
mal funcionamento da célula e esta pode tornar-se cancerosa. Estes proto-oncogenes pas-
sam ent&o a ser definidos como oncogenes.?

No entanto, também existem mecanismos celulares que podem detetar estas alte-
racdes no ADN e bloquear a sua replicacdo. Assim, a célula tem tempo para reparar 0s
danos antes de os transmitir a sua descendéncia. Caso a reparacdo ndo seja possivel,
ocorre um processo de suicidio celular programado, conhecido como apoptose. O gene
TP53 é um exemplo de um gene envolvido na supressao tumoral e verificacdo, reparacdo
e apoptose, que codifica a proteina p53. Se este gene for danificado, os mecanismos de
reparacéo seréo deficientes, aumentando a probabilidade de a célula se tornar cancerosa.?

De forma a melhor compreender o desenvolvimento tumoral, é necessario fazer

um estudo mais aprofundado das diversas caracteristicas das células cancerosas.?

1.2.1. Vias anormais de sinalizagdo

O processo de divisdo celular estad dependente de diversos sinais que a célula re-
cebe da sua vizinhanca, sendo os mais importantes os fatores de crescimento. Estes sdo
mensageiros quimicos extracelulares que ativam os recetores de proteinas cinase (protein
kinase receptors) presentes na membrana celular. Por sua vez, os recetores ativam uma
via de transducdo de sinais para o nucleo, que ordenam a transcri¢do de proteinas e enzi-
mas necessarias para a divisdo celular. Este processo de sinalizacdo € bastante complexo,
pelo que existem varios passos onde podem ocorrer erros.?

A maioria das células cancerosas apresentam danos neste processo de sinalizacéo,
tornando-se capazes de crescer e de se dividir na auséncia de fatores de crescimento ex-
ternos. Isto porque adquiriram a capacidade de produzir os seus proprios fatores de cres-
cimento, e liberta-los de forma a estimularem os seus proprios recetores. Sdo exemplos,
o fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor — PDGF) e
o fator de crescimento transformante a (transforming growth factor o — TGF-a). Outra
estratégia destas células € a sobre-expressdo de recetores, ou seja, um oncogene muito
ativo que codifica um namero excessivo de proteinas recetoras. Desta forma, a célula
torna-se supersensivel, mesmo com baixos niveis de fatores de crescimento.?

Um exemplo concreto de um erro na via de transducgéo de sinais € a alteracdo do
gene ras. A proteina Ras é responsavel pela transducéo de sinais que levam ao cresci-
mento e divisdo celular. No entanto, quando anormal, esta proteina torna-se ativa perma-

nentemente, mesmo na auséncia de sinais de crescimento.?



1.2.2. Insensibilidade aos sinais de inibi¢ao de crescimento

Outro tipo de hormonas externas, como o fator de crescimento transformante 3
(transforming growth factor f — TGF-B), neutralizam os efeitos dos fatores de cresci-
mento, causando a inibi¢do do crescimento celular e divisdo. Uma alteracdo nos genes
que codificam estas hormonas, conhecidos como genes supressores de tumores, aumenta

o risco de a célula se tornar cancerosa.?

1.2.3. Anormalidades na regulacéo do ciclo celular

O crescimento celular depende de um ciclo de decisdes que controlam a passagem
de uma fase para outra no ciclo celular, sendo as quatro fases celulares conhecidas como
G1, S, G2 e M. O processo de decisdo estd dependente do balango de sinais quimicos que
promovem ou inibem o crescimento.?

Na fase G1 (Gap 1) a célula aumenta de tamanho e prepara-se para copiar 0 seu
material genético em resposta a Vvarios sinais de crescimento. Na fase seguinte, fase S
(Sintese), ocorre a replicacdo do ADN. Ap6s a copia dos cromossomas, ha um intervalo
durante o qual a célula se prepara para a divisao celular, fase G, (Gap 2). Este intervalo é
importante para a célula verificar o ADN copiado e reparar quaisquer danos e alteracées.
Finalmente da-se a mitose, na fase M, havendo divisdo celular que resulta em duas células
filhas, cada uma com um conjunto completo de cromossomas. No final, estas Gltimas
podem entrar num novo ciclo celular (fase G1) ou passar a um estado dormente (Go).?

Ao longo das varias fases do ciclo existem varias etapas de decisdo, antes de a
célula passar a fase seguinte, de forma a garantir a integridade do processo. Por exemplo,
quando ¢é detetado ADN danificado ao longo da fase G, da-se um atraso que garante
tempo suficiente para a célula o reparar ou acionar mecanismos de apoptose.?

O controlo do ciclo celular envolve pelo menos 15 tipos de ciclinas (cyclins) e 9
tipos de cinases dependentes de ciclinas (cyclin dependent kinases — CDKSs), e cada uma
tem um papel a desempenhar nas diferentes fases do ciclo. E necessaria a ligagio de uma
ciclina a sua cinase associada para que haja passagem para uma fase seguinte no ciclo
celular. Por exemplo, de forma a passar para a fase S, a célula tem de tomar a decisdo de
comecar a copiar o seu ADN, dependendo esta decisdo do balango entre sinais estimulan-
tes e inibitorios. Se o balanco é direcionado para crescimento ha um aumento de ciclina
D que por sua vez ird ligar-se as CDK4 e CDK6. Os complexos formados irdo fosforilar
uma molécula inibitdria de crescimento, chamada pRB, alterando a sua conformacao, de

forma a ndo poder inibir um determinado fator de transcri¢do, ficando este dltimo livre
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para se ligar a regides especificas do ADN. S&o entdo transcritos genes que levam a pro-
ducdo de proteinas importantes na passagem a fase S, como a ciclina E e a tiamidina
cinase. Outros complexos ciclina-CDK s&o importantes em diferentes fases do ciclo ce-
lular, como o complexo ciclina A-CDKZ2, necessario na progressdo através da fase S, e o
complexo ciclina B-CDK1, necessario para a mitose.?

Varios tipos de cancro estdo associados a ciclinas e CDKs superativas, como é o
caso do cancro da mama, onde ha uma producdo excessiva de ciclina D e E, ou do mela-
noma da pele, onde se verifica perda do gene que codifica a proteina inibitéria p16. Em
cerca de metade dos cancros verifica-se que a funcdo de uma proteina p53 esta diminuida,
baixando por sua vez os niveis de uma proteina inibitdria p21. Em cancros cervicais as-
sociados a virus verifica-se que tanto a proteina pRb como a p53 estdo desativadas.?

Foram reportadas alteracGes oncogénicas em ciclinas, CDKSs, inibidores de cina-
ses dependentes de ciclina (cyclin-dependent kinase inhibitors — CKIs) e outros compo-
nentes da via da proteina pRB, em cerca de 90% dos cancros humanos, especialmente na
fase G1. Também a producdo excessiva de ciclinas ou CDKs, ou a subproducéo de CKls

pode levar a alteracdes nos controlos normais de regulagio celular e conduzir a cancro.?

1.2.4. Apoptose e a proteina p53

A apoptose é um mecanismo de destruicdo celular que protege o organismo contra
células anormais. Cada célula é monitorizada através de diferentes sinais quimicos e, caso
algum esteja ausente, este mecanismo de autodestruicdo € iniciado. A apoptose também
é importante para controlar as células que escapam do seu tecido original. No caso de
células metastizadas, este mecanismo encontra-se danificado.?

Estdo caracterizadas duas vias para a apoptose:

- Uma via extrinseca, resultante de fatores externos. Pode haver uma diminuicéo
de fatores de crescimento sustentavel; existem proteinas que ativam a morte celular, li-
gando-se a proteinas membranares conhecidas como recetores de fatores de necrose (tu-
mour necrosis factor receptors — TNF-R), que ativam um processo de sinalizagéo, inici-
ando a apoptose; por ultimo, existem linfécitos-T que circulam pelo corpo em busca de
células danificadas e, uma vez encontradas, o linfécito perfura a membrana celular e in-
jeta uma enzima (granzima) que inicia a apoptose.?

- Uma via intrinseca que surge de fatores resultantes de danos ao ADN, como a

exposicao a quimicos, medicamentos/drogas ou stress oxidativo. Através dos sistemas de



monitorizacao, a célula aumenta a producéo da proteina supressora de tumores p53, 0 que

pode levar a apoptose.>

E na mitocondria que os sinais acima descritos convergem, resultando na liberta-
c¢do de citocromo c. Dai resulta a montagem de um grande complexo proteico oligomé-
rico, conhecido como apoptossoma, constituido por varias subunidades de uma proteina
chamada Apaf-1. O apoptossoma recruta e ativa a enzima pro-caspase 0, que por sua vez
ativa caspases. Estas Ultimas enzimas sdo protéases que destroem as proteinas celulares
e, consequentemente, destroem a célula.?

Este processo € regulado por uma familia de proteinas, sendo alguns exemplos as
proteinas Bad e Bax, que promovem a apoptose, e as proteinas Bcl-2 e Bcl-X, que a su-
primem. O nivel destas proteinas depende dos mecanismos de monitorizagéo celular. Por
exemplo, danos que resultem num aumento da proteina p53 induzem a apoptose pelo
aumento da expressdo de Bax.>

Sendo assim, um defeito nestes complexos sistemas que regulam o crescimento,
assim como no balanco dos reguladores quimicos que promovem ou inibem a apoptose,
podem levar a carcinogénese. E o caso do gene que codifica a proteina p53, que apresenta
mutacdes em 30 a 70% dos cancros. Havendo a diminuicdo desta proteina indutora de
apoptose, aumenta a probabilidade de sobrevivéncia da célula defeituosa, podendo esta
tornar-se cancerosa. Também existem varios tumores onde se verifica um aumento na

expressdo dos genes supressores de apoptose Bcl-2 e Bcl-X.?

1.2.5. Telémeros

Enquanto que nas células normais o0 ADN pode ser replicado um nimero limitado
de vezes (cerca de 50-60 divis@es), nas células cancerosas ndo ha um limite aparente,
sendo estas consideradas “imortais”.2

Os telomeros consistem numa regido polinucleotidica na regido 3’ da cadeia de
ADN, constituida por varios milhdes de repeti¢des de uma sequéncia curta de 6 pares de
bases. Em cada replicacdo sdo perdidos cerca de 50-100 pares de bases, porque a enzima
ADN polimerase ¢ incapaz de replicar a terminag@o 3’ completamente. Com as repeti¢oes
deste processo o telémero fica demasiado curto, podendo ligar-se a outra por¢édo de ADN,
0 que se torna fatal para a célula, ativando a apoptose.?



Ao expressarem uma enzima conhecida como telomerase (ADN polimerase RNA
dependente), as células cancerosas conseguem libertar-se desta restricdo de multiplica-
¢ao, mantendo o comprimento dos seus teldémeros. A telomerase esta presente no embrido
e tem como funcdo a criacdo dos telomeros, mas ap0s 0 nascimento o gene que codifica
esta proteina € suprimido. As células imortalizadas conseguem remover esta supressao,
levando novamente a expressao da enzima telomerase, e esta, por sua vez, tem a capaci-
dade de adicionar repeti¢des hexanucleotidicas no final do ADN telomérico, mantendo o

seu comprimento. A telomerase esta presente em cerca de 85% dos cancros.?

1.2.6. Angiogénese

A medida que um tumor cresce, as células no seu interior comecam a ficar cada
vez mais isoladas, diminuindo o aporte de nutrientes, como aminoacidos, nucledtidos,
hidratos de carbono, oxigénio e fatores de crescimento. De forma a contrariar esta adver-
sidade, as células tumorais libertam fatores de crescimento, como o fator de crescimento
vascular endotelial (vascular endothelial growth factor — VEGF) e o fator de crescimento
de fibroblastos (fibroblast growth factor — FGF-2), que por sua vez interagem com rece-
tores nas células endoteliais dos vasos sanguineos, promovendo a divisdo celular, resul-
tando na extensdo e ramificacdo dos capilares ja existentes — um processo chamado an-
giogénese.?

Em situacdes normais, estes fatores de crescimento celulares s6 sdo libertados
qguando um tecido é danificado, de forma a ajudar na sua reparacdo, estando este processo
controlado por inibidores da angiogénese, como a angiostatina e a trombospondina. Con-
tudo, este controlo encontra-se alterado em celulas tumorais, permitindo um aporte san-
guineo aumentado. Este processo de angiogénese também aumenta a probabilidade de
uma célula cancerosa escapar do seu tecido primario, ndo apenas pelo aumento de vasos
sanguineos, mas também porque as novas células endoteliais libertam interleucina-6, que
estimula a metastase.?

Como consequéncia do aporte sanguineo limitado e falta de oxigénio (hipoxia),
as células no interior do tumor véem-se forgadas a reverter a glicolise, de forma a produzir
energia. Como resultado, hd uma acumulacao de subprodutos acidicos, que por sua vez
sdo exportados para o meio extracelular na forma de protdes. Consequentemente, 0 am-
biente em torno do tumor tende a ser mais acido que num tecido saudavel. Muitas terapias
do cancro tiram vantagem desta acidez, como é o caso da localizagdo seletiva das porfi-

rinas na terapia fotodinamica (photodynamic therapy — PDT).?



1.2.7. Invaséo de tecidos e metéstase

Os cancros malignos ameacam a vida, uma vez que as células envolvidas tém a
capacidade de se evadir do tumor primério, viajando através da corrente sanguinea e ini-
ciando um novo tumor noutra parte do corpo. As células normais ndo o conseguem fazer,
pois existem mecanismos de controlo que evitam a sua fuga.?

Existem moléculas de adesdo na superficie das células (ex.: E-caderina) que asse-
guram que uma célula sé adere a outra com caracteristicas semelhantes e a proteinas in-
sollveis da matriz extracelular. A ancoragem a matriz extracelular é bastante importante,
e necessaria para a sobrevivéncia da célula. Caso esta se desligue das proteinas extrace-
lulares, para de receber sinais de crescimento e a apoptose € ativada. Desta forma é pre-
venida a fuga de células para outros tecidos. Estas moléculas de adesdo estdo ausentes
nas células malignas metastizadas, permitindo a saida do tumor primario, e tém a capaci-
dade de se ancorar independentemente, iniciando tumores secundarios. Pensa-se que 0s
oncogenes destas células codificam proteinas que enviam a mensagem de que ainda se
encontram ancoradas, evitando a apoptose.?

A maioria dos cancros deriva de células epiteliais, como as que formam a super-
ficie exterior da pele e o revestimento do intestino, pulmdes e outros 6rgdos. Estas cres-
cem numa membrana basal, que atua como barreira fisica de forma a impedir o0 movi-
mento das células. Apenas as células cancerosas e os gldbulos brancos conseguem ultra-
passar a membrana basal, uma vez que possuem enzimas, chamadas metaloproteinases
da matriz (matrix metalloproteinases — MMPs), que hidrolisam as proteinas que com-
pdem esta barreira. De forma semelhante entram na circulagdo sanguinea, atravessando a
barreira que reveste 0s vasos sanguineos. Geralmente, as células cancerosas circulantes
ficam presas na primeira rede de capilares que encontram, sendo esse o local onde surge
o0 tumor secundério. Para a maioria dos tecidos, o tumor secundario surgira nos pulmaoes,
enquanto que para células originarias do intestino sera o figado.?

De forma a escapar da circulacédo, a célula cancerosa tem de aderir ao vaso san-
guineo antes de o atravessar. Alguns tipos de cancros conseguem produzir fatores que
aglomeram plaquetas em torno das suas células, formando um aglomerado mais pegajoso,
facilitando esta ligacdo e saida. Estima-se que menos de 1 em 10 000 células consigam
iniciar um tumor secundario, mas apenas uma célula basta para que aconteca, e 0 prog-

néstico de sobrevivéncia é limitado se ocorre metéastase.?



1.2. Tratamento do cancro

Tém sido desenvolvidas vérias abordagens terapéuticas para aplicacdo no trata-
mento do cancro. Contudo, a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia sdo as mais utili-
zadas tradicionalmente,> embora estes tratamentos tenham muitos efeitos adversos co-

nhecidos e frequentes.

1.2.1. Cirurgia

A cirurgia € o principal método de tratamento aplicado na maioria dos cancros
sélidos, podendo também ser utilizada como diagndstico e como medida de prevenc&o.’
Normalmente, na cirurgia de um cancro localizado o objetivo é remover a totalidade da
massa tumoral e, em certos casos, 0s nddulos linfaticos da &rea, podendo ser a Unica in-
tervencdo necessaria para eliminar o cancro. No entanto, quando ocorrem metastases para
outras partes do corpo a excisdo completa do tumor torna-se impossivel. Assim, a cirurgia
é apenas ideal para a remocao de pequenos cancros localizados.®

A cirurgia pode ser usada no tratamento do cancro com diferentes objetivos, como
é 0 caso da cirurgia preventiva (remocdo de tecidos ou 6rgdos na presenca de varios fato-
res de risco), de diagndstico (bidpsia), curativa (normalmente utilizada conjuntamente
com radioterapia ou quimioterapia, de forma a remover a totalidade do cancro), ou palia-
tiva (utilizada em fases mais avangados do cancro, de forma a corrigir problemas relaci-
onados com o conforto ou incapacidade).®

Como todos os procedimentos médicos, a cirurgia também apresenta uma série de
potenciais riscos e efeitos secundarios. Podem surgir complicagfes resultantes dos pro-
cedimentos cirurgicos, reacdes adversas aos medicamentos utilizados (como a anestesia),
infecdes e outros problemas, como por exemplo pneumonia, especialmente em doentes

mais debilitados.®

1.2.2. Radioterapia

A radioterapia envolve a utilizagéo de radiacdo ionizante, numa tentativa de curar
ou atenuar os sintomas do cancro. Funciona danificando o ADN das células do tecido
canceroso e forcando a sua morte. De forma a poupar os tecidos saudaveis, os feixes de
radiacdo sdo moldados e apontados de véarios angulos, de modo a que seja no tumor que
a maioria da radiag&o é absorvida. Para além disso, as células normais tém capacidade de

se reparar dos danos da radiagdo, enquanto que as células cancerosas ndo. Contudo, como
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na quimioterapia, diferentes tipos de cancro respondem de maneiras diferentes a radia-
¢40.1% 7 Para cancros de pele sdo geralmente usados raios X de baixa energia, enquanto
que para cancros internos é utilizada radiacdo X de alta energia. Esta terapéutica é utili-
zada conjuntamente com a cirurgia e/ou quimioterapia, sendo raramente utilizada de per
se.10

A radioterapia também tem efeitos adversos, que podem ndo se manifestar em
algumas pessoas. Os efeitos mais comuns sdo fadiga extrema, alteracdes na pele e perda
de apetite. Também € comum a perda de cabelo, tosse e dores de garganta. Muitos destes
efeitos adversos podem manifestar-se a nivel emocional, sendo muitas vezes uma expe-

riencia dificilmente toleravel pelos doentes.!!

1.2.3. Quimioterapia

Outro dos tratamentos tradicionalmente utilizados é a quimioterapia, que consiste
na administracdo de compostos quimicos com atividade citotoxica e antineoplasica. Os
farmacos anticancerigenos podem ser divididos em vérias categorias, conforme o seu
modo de acdo (por exemplo como agentes alquilantes, antimetabolitos, etc). Na sua mai-
oria, os farmacos anticancerigenos atuam em tecidos de divisao celular rapida, como é o
caso das células cancerosas,'? e funcionam melhor em combinagdo com outros antican-
cerigenos, sendo utilizados varios regimes de tratamento, geralmente em protocolos de
“quimioterapia combinada” .13

Enquanto que a cirurgia e a radioterapia conseguem matar células num local res-
trito do corpo, a quimioterapia consegue atuar ao longo da totalidade do corpo, pois é
administrada por via sistémica, o que significa que pode afetar células que se tenham
metastizado. No entanto, € costume a quimioterapia ser utilizada em conjunto com as
terapéuticas anteriores, uma vez que pode diminuir o tamanho de um tumor, auxiliando
na cirurgia, ou destruir células cancerigenas que tenham permanecido no organismo do
doente apds tratamentos por radioterapia.*

A maioria dos farmacos anticancerigenos apresenta uma janela terapéutica es-
treita, em termos de seguranca e eficacia, podendo resultar em variados efeitos adversos.*®
Estes farmacos atuam ao longo do organismo, afetando as células de multiplicacéo répida,
podendo afetar tecidos normais, como é o caso das células sanguineas em formacéo na
medula 6ssea, de foliculos capilares, de células da boca, do trato digestivo e do sistema

reprodutivo.®
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Apesar de a maioria dos efeitos adversos da quimioterapia desaparecer rapida-
mente apos a suspensao da terapéutica, sdo muito temidos pelos doentes, sendo alguns
dos mais comuns a fadiga, perda de cabelo, anemia, ndusea e vomitos, obstipacéo, diar-

reia, mudancas na libido e funcio sexual, e problemas de fertilidade.*®

De forma a contrariar as complicacdes e efeitos adversos resultantes, outras tera-
péuticas tém vindo a ser estudas para o tratamento do cancro. E o caso da PDT, que con-
siste na utilizacdo combinada de um agente quimico, que atua como fotossensibilizador
(photosensitizer - PS), e de radiacdo de comprimentos de onda padronizados, para produ-
cao intracelular de oxigénio singleto, um poderoso oxidante que ira destruir as células

cancerosas.? Esta terapéutica sera o foco principal desta monografia.

2. Breve nota histdrica sobre a terapia fotodinamica

A PDT requer a presenca simultanea de um PS, uma fonte de luz e oxigénio, no
tecido danificado. O PS acumula-se nas células alvo e absorve luz de um determinado
comprimento de onda. Essa energia é entdo transferida para o oxigénio e sdo geradas
espécies de oxigénio altamente reativas, principalmente oxigénio singleto. Com a dose
certa, estas espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS) provocam da-
nos nas células e tecidos, induzindo necrose ou apoptose ou estimulando indiretamente
mediadores inflamatdrios.®

A PDT é uma técnica utilizada ha milhares de anos. Existem evidéncias com cerca
de 3000 anos que demonstram que no antigo Egipto, China e india ja eram feitos trata-
mentos com um PS e uma fonte de luz, neste caso a luz solar. Eram utilizadas substancias
vegetais para produzir fotorreacdes na pele, que iriam resultar numa repigmentacao, usa-
das em lesbes como o vitiligo, psoriase e outros problemas cutaneos. O composto presente
nestas plantas foi recentemente identificado como pertencendo a familia dos psoralenos
que séo utilizados nos dias de hoje em regimes de PDT, para tratar essas mesmas afe-
gées.”' 18

Contudo, foi somente no inicio do século XX que von Tappeiner descreveu 0s
primeiros factos cientificos determinando que certos pigmentos fotossensiveis, em con-
junto com uma fonte de luz e oxigenio, poderiam ter um potencial efeito terapéutico. Esta

propriedade observada por Tappeiner foi descrita como “agio fotodinamica”.!’
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Em 1900, Raab, um discipulo de von Tappeiner, descobriu o efeito toxico da acri-
dina em culturas de paramécias. Raab verificou que se durante a exposi¢do a acridina ndo
houvesse também exposi¢do a uma fonte de luz e oxigénio, estes protozoarios ndo mor-
reriam, confirmando a ac&o fotodinamica.'®

Mais tarde, em 1902, George Dreyer examinou em Copenhaga os efeitos da luz
em bactérias. Testou também em pele animal e pele humana, de forma a comprovar o0s
efeitos fototdxicos. Em 1903 iniciou as suas primeiras experiéncias em doentes com IU-
pus, com a injecao de uma solucao esteéril de eritrosina e iluminacao apés 4 a 8 horas. Em
1905 estendeu as suas experiéncias a doentes com cancro da pele e observou a eficacia
da PDT utilizando eosina (0,1-5%), aplicada topicamente.®

Em 1924, Policard reparou pela primeira vez na potencial capacidade de diagnos-
tico por fluorescéncia da hematoporfirina. Ap6s administracdo deste composto e subse-
quente irradiacdo do tumor com luz na gama espectral do ultravioleta, observou fluores-
céncia na zona espectral do vermelho em sarcomas de ratinhos de laboratério. Policard
formulou a hip6tese que esta fluorescéncia seria associada a acumulacdo enddgena de
hematoporfirina.?

Mais tarde, em 1948, Figge e seus colaboradores comprovaram, através de estudos
in vivo usando modelos animais, que as porfirinas apresentam uma afinidade preferencial
para as células de divisao rapida, incluindo células malignas, embrionarias e regenerati-
vas, propondo a sua potencial utilizacio no tratamento do cancro.?

A era moderna da PDT inicia-se com os estudos de Lipson e Scwartz em 1960,
em que foi demonstrado que a injecdo de preparacdes de hematoporfirina levam a fluo-
rescéncia de lesdes neoplasicas, que podem ser visualizadas durante as cirurgias.®

No final da década de 70, Thomas Dougherty iniciou estudos em humanos utili-
zando um derivado da hematoporfirina (HpD) para o tratamento de metastases de cancro
da pele, tratando 113 doentes, com resolucéo total ou parcial em 111 deles.’” Mais tarde,
em 1980, Dougherty conseguiu curar completamente, pela primeira vez, um carcinoma
central de células escamosas em estagio inicial através de PDT broncofibroscopica.??

Entre 1989 e 1992 foi desenvolvido em 15 instituigdes um ensaio de fase Il da
PDT em casos de cancro inicial do pulmdo, es6fago, estbmago, cérvix e bexiga. Os resul-
tados mostraram gue esta técnica curou com sucesso pelos menos 50% dos doentes. Tam-
bém foi estimado o efeito/custo da PDT em comparacdo com operacéo e, de acordo com

este calculo, o tratamento com PDT era cerca de 30% menos dispendioso.??
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Em 1990 a PDT foi revitalizada, passando a ser utilizada também em dermatolo-
gia, com a introdugdo do acido 5-aminolevulinico (5-aminolevulinic acid — ALA), um
precursor porfirinico que leva a acumulacéo de um PS enddgeno, protoporfirina IX (pro-
toporphyrin IX — PpIX), sem revelar fototoxicidade prolongada.’

Desde entdo observou-se um grande progresso na utilizacdo da PDT, levando a
aprovacao do primeiro medicamento PS, Photofrin®, para o tratamento de determinados
tumores. Atualmente este método é utilizado clinicamente no Canada e na Holanda. Nos
EUA apenas esta aprovado para uso compassivo no tratamento do cancro do eséfago. Até
hoje, mais de 3000 tumores foram tratados com a PDT em 32 paises, sendo 0 mais comum

o cancro do pulmé&o.?

3. Terapia fotodinamica

A PDT é uma estratégia de tratamento de tumores que, para ser eficaz, requer a
presenca simultanea de um PS, luz e oxigénio dentro das células do tecido danificado.'®3
Nenhum destes componentes € efetivo por si s6, mas em conjunto resultam num efeito
fototoxico muito significativo. O PS, administrado por via intravenosa, topica ou oral,
acumula-se nas células alvo e absorve luz de um comprimento de onda adequado, de que
resulta uma transferéncia eletronica e cruzamento para o estado de tripleto. A espécie
fotossensibilizada transfere em seguida energia para o oxigénio celular (no estado eletré-
nico de tripleto), que se converte em oxigénio singleto, 102, uma espécie altamente reativa
capaz de provocar danos irreversiveis em biomoléculas. Com a dose de luz apropriada, é
possivel a formacdo de ROS que conduzem a danos diretos nas células e tecidos, indu-
zindo a necrose, apoptose e autofagia, ou estimulando indiretamente mediadores inflama-

torios. A figura 3.1. apresenta uma representacio esquematica destes eventos.'6:242
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Figura 3.1. Representacdo esquematica dos principios em PDT. O PS é adminis-
trado sistemicamente ou topicamente. Ap6s um periodo correspondente a distribuicao
sistémica do PS, este acumula-se seletivamente no tumor. A irradiacdo ativa o PS que, na
presenca de oxigénio molecular, inicia uma reacdo fotoquimica que culmina na producgéo
de 1O,. Sdo causados danos em macromoléculas celulares, o que conduz a morte das cé-
lulas tumorais, por apoptose, necrose ou autofagia, acompanhada pela indugcéo de uma
reacao inflamatoria local que leva a restauracdo da normal homeostasia do tecido e, por
vezes, desenvolvimento de imunidade sistémica. Adaptado de Agostinis P. et al, 2011.%*

A PDT é frequentemente considerada como um tratamento de especificidade du-
pla, pois a seletividade pode ser alcangada através da acumulagdo do PS no tumor, evi-
tando tecidos saudaveis, e a irradiacdo pode ser circunscrita a um local especifico, atraves
da utilizagao de dispositivos de fibra-6tica flexiveis, incidindo nos tecidos cancerosos. 624
S&0 varios 0s mecanismos possiveis para promover a acumulacao especifica do PS nos
tecidos tumorais (em relagdo aos tecidos normais), como a maior frequéncia proliferativa

das células neoplasicas, a menor cobertura pelo sistema linfatico e a maior expressao de
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recetores de lipoproteinas de baixa densidade (low density lipoproteins - LDL) nas células
tumorais (muitos PS ligam-se aos LDL), o pH comparativamente mais baixo nos tecidos
cancerigenos e a permeabilidade vascular aumentada (facilitadores da absor¢éo celular),
infiltracao de macréfagos no tumor que funcionam como “armadilhas” para PS hidrofo-
bicos. A seletividade depende da capacidade do PS para localizar a lesdo neoplasica e

também da administragdo precisa de luz nos locais tratados.*®

As reacdes fotoquimicas intracelulares que envolvem o PS e o oxigeénio intracelu-
lar constituem a base quimica da eficacia do tratamento com PDT. Estas reacdes podem
ser agrupadas em varios tipos, classificados consoante os mecanismos fotofisico e foto-
quimico (figura 3):1°

- Tipo 1 — 0 PS pode oxidar diretamente um substrato (membrana celular ou uma
biomolécula). O PS reduzido vai entdo reagir com o oxigénio molecular, formando ROS,
como o anido superoxido (O27), perdxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxilo
(‘OH).16.24

- Tipo 2 — 0 PS no estado tripleto funciona como um fotocatalisador, transferindo
diretamente a sua energia para o oxigénio molecular para criar um estado de oxigénio
singleto (*Oz) ou transferindo um eletrdo para o oxigénio molecular para formar um radi-
cal anifo superdxido (O,7).16:24

-Tipo 3 -0 PS reage diretamente com substratos bioldgicos na auséncia de oxigé-
nio (verifica-se mais em tecidos que se encontram em hipoxia). No entanto, esta reacao
tem muito pouca importancia, visto que, nestas circunstancias, raramente se verificam

alteracBes na célula ap0s a terapéutica.t®
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Figura 3.2. Diagrama de Jablonski adaptado que esquematiza os eventos envolvi-
dos nas fotorreacdes de Tipo 1 e Tipo 2. As bandas pretas representam os niveis de energia
da molécula do PS; as bandas preenchidas por branco representam os niveis de energia
do oxigénio molecular. Sp = estado singleto fundamental; S1 = primeiro estado singleto
excitado; Sz = segundo estado singleto excitado; To = estado tripleto fundamental; T1 =
primeiro estado tripleto excitado; ISC = cruzamento intersistemas (intersystem crossing).
A absorcdo e a fluorescéncia/fosforescéncia referem-se a absorcao e emissédo de fotdes,
respetivamente. Adaptado de Elsaie MLT, 2013.1°

Analisando o diagrama apresentado na figura 3.2., 0 PS no seu estado S; pode
emitir um fotdo por um fendmeno de fluorescéncia — que pode ser utilizada para diagnos-
tico, — diagnostico fotodindmico (photodynamic diagnosis — PDD) —, reagir com molécu-
las circundantes, ou passar ao primeiro estado excitado de tripleto (T1) através de 1SC.6:%
O ISC é uma transicdo rapida, adiabatica e, por isso, ndo radiativa, entre dois estados de
diferentes multiplicidades. Este cruzamento entre a superficie de energia potencial dos
estados singleto, Si, e tripleto, T1, permite que este processo ocorra, apesar de proibido
pelas regras de selecdo, desde que haja compensacao noutra componente do sistema. No
conjunto, a multiplicidade do sistema deve permanecer constante. Contudo, este estado
tripleto (T1) tem uma menor probabilidade de decair para o estado fundamental, aumen-
tando a probabilidade de reagir com moléculas circundantes e resultando na transferéncia
de eletrdes.?>2% O PS no estado T1 pode emitir um fotdo por fosforescéncia, reagir com
moléculas circundantes ou interagir especificamente com oxigénio tripleto, excitando-o

para o seu primeiro estado excitado de singleto.1%:2526
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No estado tripleto, T1, 0 PS excitado pode transferir a sua energia para o oxigénio
molecular, um dos raros compostos que existem como tripleto no estado fundamental, e
as suas moléculas relaxam para os seus respetivos estados singleto. No estado singleto,
10,, 0 oxigénio molecular encontra-se excitado e altamente reativo, sendo por isso res-
ponsavel pela maioria das lesdes geradas durante a PDT.%6:%6 J4 o0 PS, ao transferir o ex-
cesso de energia, regressa ao seu estado fundamental, para aceitar mais fotdes e iniciar
um novo ciclo fotorreativo, ou entdo sofre fotodegradagdo, num processo conhecido
como fotobranqueamento.*®

Alternativamente, o PS excitado pode reagir diretamente com biomoléculas, for-
mando radicais livres que reagem seguidamente com o oxigénio molecular, produzindo
anido superoxido (O27), peroxido de hidrogénio (H202) ou radical hidroxilo ("fOH). O
superoxido (O2™) pode reagir com o radical hidroxilo ("OH) para formar oxigénio singleto
(*02), ou com 6xido nitrico (NO™) para produzir peroxinitrito (OONO"), outra espécie
oxidante altamente reativa. Estas ROS sdo agentes oxidantes que podem reagir direta-
mente com varias moléculas bioldgicas.®%

A Unica diferenca entre a oxidacdo mediada por radicais ativados pela PDT e ou-
tros processos semelhantes que ocorrem naturalmente nas células é a explosao de radicais
produzidos pela absor¢do de luz na PDT. Apds este passo, as reacdes irdo seguir caminhos
ndo especificos a PDT, resultando em varios processos e produtos secundarios. A situacao
torna-se ainda mais complexa uma vez que ha uma excitacdo continua do PS para o estado
tripleto, assim como a formacéo de radicais e oxigénio singleto. Portanto, os passos ini-
ciais das reacdes de oxidacdo em PDT estdo muito melhor caracterizados do que as res-
tantes reacOes. Estas Gltimas incluem um leque de possibilidades que ainda € dificil estu-
dar num cenério bioldgico real.3

Como ja referido, a presenca de oxigénio no tumor é fundamental para o sucesso
desta terapéutica, uma vez que é necessario para que ocorram as fotorreacdes que origi-
nam ROS. A concentracdo intracelular de oxigénio pode variar bastante, de acordo com
a regido do tumor, sendo dependente da vasculatura tumoral e da taxa de difuséo do oxi-
génio. A falta de oxigénio é um dos principais problemas em tumores solidos profundos,
enguanto que em casos de tumores cutaneos superficiais este ndo é um fator limitante.
Outro problema ¢ a taxa de consumo de Oz durante a fase de irradiacdo do PS. Com um
feixe de radiacdo muito intenso, a taxa de consumo de oxigénio serd maior que a taxa da
sua difusdo através do tecido, resultando num esgotamento transitério de Oz no tumor.

Torna-se assim necessario efetuar uma manipulacéo cuidadosa dos niveis de oxigénio no
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ambiente tumoral, através do fracionamento da radiacdo, para minimizar o consumo de
oxigénio. Em alternativa pode concentrar-se intencionalmente a distribuicdo de PS e ra-
diacdo nos vasos sanguineos tumorais, 0 que promove uma interrupgdo no aporte de nu-

trientes, de forma a desenhar um regime fotodinamico eficaz.?’

Resumidamente, existem dois mecanismos que podem ocorrer apés a fotoativacdo
do PS. Um envolve a producdo de radicais livres (reagdo fotoquimica do tipo 1) e outro
envolve a producéo de 'O (tipo 2), o principal responsavel pela inativacio celular. A
reacao do tipo 2 tem um efeito bastante importante na morte celular. Os radicais do tipo
1 podem reagir com oxigénio para produzir ROS. As reac6es dos tipos 1 e 2 podem ocor-
rer simultaneamente, dependendo a proporc¢éo entre estes processos do tipo de PS usado
e das concentragdes de substrato e oxigénio.'®

O oxigénio singleto é altamente reativo, tem um raio de difusdo curto (0,01 um a
0,02 pum) e um tempo de meia-vida muito curto (10-320 ns). Assim, apenas as estruturas
moleculares proximas do local do PS sdo afetadas por esta terapia e o0 raio de agdo é
intracelular. O efeito tumoricida é devido sobretudo a citotoxicidade do oxigénio singleto,
mas este ndo € o unico responsavel pela eliminacdo das células malignas. O sucesso da
PDT depende de trés mecanismos de resposta bioldgica induzidos pela terapéutica:6-24

1. Morte celular apos stress oxidativo®-24

2. Oclusio da vasculatura tumoral®24

3. Ativagdo ou incremento da resposta imunoldgica'®?*

A contribuicdo de cada um destes mecanismos para a reducdo da massa tumoral
depende de varios fatores, como o tipo de PS, a localizac¢do do tumor, a sua vascularizagdo

e a presenca de leucocitos no tumor. 1624

3.1. Mecanismos de morte celular

Apos a formacdo de ROS e dos danos celulares resultantes do stress oxidativo, as
células tumorais respondem através de varias vias de morte celular geneticamente pro-
gramada (programmed cell death - PCD), incluindo apoptose (PCD tipo 1), autofagia
(PCD tipo 2) e necrose (PCD tipo 3).162* A apoptose ¢ geralmente a principal modalidade
de morte celular em resposta a PDT.?4%8

Diferentes tipos celulares, diferentes PS e diferentes condicdes de irradiagéo e in-

cubacdo podem alterar os resultados da PDT. A forma como a PDT induz estas vias de
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morte celular é governada sobretudo pelo local onde o PS se localiza, uma vez que as
ROS tém um periodo de meia-vida curto e atuam no local da sua geracdo. A localizagdo
subcelular depende da natureza quimica do PS (peso molecular, lipofilicidade, anfifilici-
dade, carga ionica e caracteristicas de ligacdo a proteinas) e da sua concentragdo no san-
gue, do tempo de incubacdo e do fendtipo da célula alvo. Apos a exposicao das células
cancerosas ao stress fotodinamico, vérias cascatas de sinalizagdo séo ativadas concomi-
tantemente e, dependendo do local subcelular da geragdo das ROS e da intensidade dos
danos oxidativos, ditam se a célula sobrevive a este stress ou se morrera.*®

Os principais alvos dos PS na PDT tendem a ser as mitocéndrias, 0s lisossomas,
o citoplasma e as membranas intracelulares, o complexo de Golgi e o reticulo endoplas-
matico. Uma vez que a maior parte destas moléculas ndo se acumulam no nucleo da célula
existe um risco muito reduzido de danos no ADN, mutacdo ou carcinogénese, compara-
tivamente com a radiacdo X aplicada em doses semelhantes. Os PS que se acumulem nas
mitocdndrias e no reticulo endoplasmatico tendem a promover a apoptose, enquanto que
aqueles que tém como alvo a membrana plasmatica ou lisossomas tendem a bloqueé-la,
aumentando a predisposicao para necrose.®

Testes in vitro revelaram uma correlacdo entre o tipo de morte celular e a concen-
tracdo de PS, a dose de radiacdo e tempo pos-radiacdo. Estudos realizados por varios
autores sugerem que existe uma transicdo entre a morte por apoptose e necrose, onde
concentracdes mais elevadas de espécies toxicas resultam em necrose. No entanto, doses
muito baixas podem resultar no desenvolvimento de tolerancia em tratamentos subse-

quentes. 1628

3.1.1. Apoptose

A PDT consegue matar células tumorais diretamente através da inducao de apop-
tose, tanto em cultura como in vivo. A capacidade das células fotossensibilizadas para
iniciarem a maquinaria de apoptose depende principalmente da linha celular, da dose de
radiacdo e do tipo e concentragéo do PS.1°

O desenrolar da apoptose depende particularmente do local onde o dano ocorre e
da localizacdo especifica do PS. S&o potenciais alvos as mitocondrias, os lisossomas, a
membrana plasmatica e o ndcleo das células tumorais, assim como a sua vasculatura. PS
que se localizem nas mitocondrias, como compostos porfirinogénicos e os derivados de
ftalocianina, iniciam a apoptose num limiar preciso de stress oxidativo, que € dependente

da dose de radiacéo e da concentracéo intracelular de PS. Os que tém como alvo o reticulo
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endoplasmatico danificam as bombas de célcio, estimulando o aumento da concentragédo
intracelular deste catido logo apos a fotoativacdo. Os que estdo associados a lisossomas
danificam a membrana lisossomal, resultando na libertacdo de enzimas hidroliticas, como
as catepsinas, que ativam a apoptose mitocondrial.1%2°

A apoptose € um processo de suicidio celular altamente regulado onde séo ativa-
das séries de cascatas de sinalizagdo e sdo feitas séries de modificacbes morfoldgicas e
bioguimicas que culminam na morte da célula. Uma desregulacdo neste processo esta na
base de varias doencas. Por exemplo, a morte de varios neurdnios como consequéncia de
agregados proteicos tdxicos e stress oxidativo pode originar as doencas de Alzheimer ou
Parkinson, enquanto que falhas na execucgéo da apoptose levam a aterosclerose, inflama-
¢80 cronica e cancro.

A apoptose consiste em 4 passos:'®

1. Deciséo de ativacdo da via®®

2. Suicidio celular'®

3. Fagocitose por células imunitarias especializadas'®

4. Degradacdo da célula fagocitadal®

A apoptose celular € definida por um padréo de tracos morfoldgicos que envolvem
a condensacéo da cromatina, a clivagem do ADN cromossomal em fragmentos internu-
cleossomais, com diminuicdo do tamanho da célula, evaginacGes da membrana plasma-
tica e desintegracdo final da célula em varios corpos apoptéticos. Este processo é facil-
mente observavel in vitro, mas raramente in vivo, uma vez que estas células sdo rapida-
mente reconhecidas, fagocitadas e processadas por células como os macrofagos, células
dendriticas (dendritic cells — DCs), células endoteliais ou fibroblastos, antes de evoluirem
para as Ultimas fases do processo apoptético.®

Ao nivel bioquimico, a apoptose leva a ativacéo sequencial de caspases iniciado-
ras e efetoras, uma familia de protéases cisteina-dependentes aspartato-especificas, atu-
ando tanto na desmontagem da célula (efetoras) como na iniciagcdo desta desmontagem
em resposta a sinais pro-apoptoticos (iniciadoras). Na maioria dos casos, € suficiente a
ativacdo das caspases para ocorrer uma apoptose induzida por PDT, mas ndo é necessaria
para a fase de execucdo. Existem vias independentes de caspases que provocam a morte
das células fotossensibilizadas. E o caso da PDT com Rose Bengal Acetate (RBAC) que
é capaz de induzir a apoptose em células HeLa através de vias dependentes e indepen-

dentes de caspases.'®
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A apoptose pode ocorrer por via extrinseca (ativacdo de recetor para morte) e in-
trinseca (mitocondrial), onde as caspases-8, -9 e -10 iniciadoras ativam diretamente as
pro-caspases-3 e -7 efetoras. A via extrinseca € iniciada quando o recetor para morte da
superficie celular (Fas, TNF-RI, recetor TRAIL) é ativado atraves da liga¢do a um ligando
extracelular especifico para morte (FasL, TNF, TRAL). O consequente agrupamento dos
recetores para morte induz a formacgéo de um complexo de sinalizac¢do indutor de morte
(Death-Induncing Signaling Complex — DISC), que recruta pro-caspases-8 e -10 inicia-
doras, resultando na ativacdo induzida por dimerizacéo que por sua vez leva a protedlise
das principais caspases-3 e -7 efetoras. A PDT mediada por Pc 4 induz a apoptose em
células A432 atraveés da via do recetor de superficie Fas, resultando na multimerizagdo da
proteina Fas que leva a sua ativacdo. O sistema Fas/FasL também suporta este programa
apoptdtico em células CNE2 e TWO-1 fotossensibilizadas com Hipocrelina A e B.162°

A mitocéndria é o principal organelo na via apoptoética intrinseca. A apoptose que
esta usualmente, mas ndo exclusivamente, associada a ativacao de caspases converge nas
mitocdndrias para induzir a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, responsavel pela
libertacdo de varias proteinas apoptogénicas no citoplasma. Dentro destas, o citocromo ¢
atua como ativador de caspases, ligando-se ao fator ativador da apoptose Apaf-1 e, na
presenca de adenosina trifosfato (adenosine triphosphate — ATP) e desoxiadenosina tri-
fosfato (deoxyadenosine triphosphate — dATP), possibilita a ativacdo da pro-caspase-9
através da formacdo de um apoptossoma. No mecanismo da libertacdo do citocromo ¢ ha
um papel decisivo desempenhado pelo poro de transicdo de permeabilidade (Permeability
Transition Pore — PTP) mitocondrial, um canal formado no local de contacto entre as
membranas mitocondriais internas e externas. Um PTP que dure tempo suficiente leva a
dissipacdo do gradiente de protGes na membrana mitocondrial interna, com a consequente
perda do potencial transmembranar mitocondrial e turgescéncia osmotica, resultando na
destruicdo da membrana mitocondrial externa. Esta rutura leva a libertacdo de fatores
apoptéticos e a uma diminuicdo drastica dos niveis de ATP, ativando a morte celular. Em
células LY-R tratadas com Pc 4, a libertacdo de citocromo ¢ néo esté relacionada com a
perda do potencial transmembranar que, dependendo da dose de PDT e do tempo po6s
tratamento, ocorre apenas em células tratadas com doses altas de PS. De igual forma, a
translocacéo de citocromo ¢ da mitocondria para o citoplasma é induzida sem nenhumas
alteracdes no potencial transmembranar, em células HelLa fotossensibilizadas com Ver-

teporfina.®
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Para alem da formacéo de um PTP ocorre outro mecanismo relacionado com a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial que envolve proteinas Bcl-2, reguladoras da
morte celular. A familia de proteinas BCL-2 inclui membros pro (Bax, Bak, Bid, Bad) e
anti-apoptoticos (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w) e é o racio entre estes dois conjuntos que contri-
bui para a morte ou ndo da célula. De facto, a insercdo de Bax na membrana mitocondrial
externa, devido a um estimulo apoptético, forma aberturas supramoleculares, quer indi-
vidualmente quer em conjunto com outros membros pro-apoptéticos como a Bak ou tBid
(Bid truncada). Estas aberturas causadas por Bax/Bak e/ou Bax/tBid medeiam a libertacao
de proteinas pro-apoptéticas (como o citocromo ¢, Smac/Diablo e AIF) do espaco inter-
membranar mitocondrial para o citoplasma. Em células Hela, devido ao complexo de
abertura do poro na membrana mitocondrial externa, as proteinas pro-apoptoticas promo-
vem a perda do potencial de membrana mitocondrial e a consequente libertacdo para o
citoplasma de citocromo c, levando & cascata das caspases 9 e 3.16:24

A PDT conduz tanto a ativacdo de membros pro-apoptoticos como a danificacdo
de Bcl-2 e de outras moléculas anti-apoptoticas. Na terapéutica com ALA, ha uma dimi-
nuicdo significativa na expressao do acido ribonucleico mensageiro (mMARN) de Bcl-2 e
existe um aumento nos niveis do mARN de Bax, em linhas celulares de cancro do cérvix
e esofagico. De igual forma, no tratamento de células de adenocarcinoma mamario com
Hipericina (HY) ha uma diminui¢do em Bcl-XL e um aumento em Bax. A proteina anti-
apoptotica Bcl-2 é altamente sensivel aos danos fotodinamicos - tanto por efeitos diretos
das ROS como pela sub-regulacéo nas cascatas de transducéo, devido aos danos causados
noutras moléculas.®

A caspase 12 esta localizada na face citoplasmatica do reticulo endoplasmatico e
é clivada pela protéase m-calpaina dependente de Ca?*. Uma vez clivada, a caspase 12
ativa a caspase 9 sem a formacdo de um apoptossoma ou pode interagir com a proteina
pro-apoptotica Bap31 que se associa a caspase 8. Uma via dependente de caspase 12 é
induzida em células HeLa, apés PDT com RBAc. Esta via apoptotica € ativada por stress
do reticulo endoplasmatico. Este stress € um ponto de controlo critico em varias vias

apoptoéticas, resultando numa sobrecarga de Ca®* ou numa perturbacio da homeosta-
sia.16'25

3.1.2. Autofagia
A autofagia € um processo de auto-degradacdo e reciclagem de organelos danifi-

cados ou agregados proteicos, através do sistema endossomal-lisossomal.*6:2* Enquanto
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que a apoptose e a necrose conduzem irreversivelmente a morte celular, a autofagia pode
eliminar certos fatores de stress celular e facilitar a sobrevivéncia da célula, promovendo
reacOes catabolicas para manter o equilibrio energético celular. Este processo envolve a
sequestracdo de material celular dentro de vacuolos, denominados autofagossomas, e a
sua subsequente degradacéo apos a sua fusio com lisossomas.

Apesar de ser considerada um mecanismo de sobrevivéncia celular, também est
ligada a PCD atraveés de colapso metabdlico e bioenergético. A autofagia persistente con-
duz ao esgotamento de organelos celulares e proteinas importantes, levando a morte ce-
lular independente de caspases. Em determinadas situacdes, a autofagia pode funcionar
como mecanismo de defesa, causando a morte celular quando a apoptose esté inibida. No
paradigma da PDT, a autofagia pode ser estimulada de forma a resolver os danos resul-
tantes do stress oxidativo.!6:28

A autofagia tem a particularidade de ocorrer de forma independente da apoptose,
servindo com um mecanismo de prote¢cdo. Em células sem pro-caspase-3 ou Bax, induzi-
das por PDT, com Pc-4, a morte ndo ocorre nem por necrose nem por apoptose. Em fi-
broblastos embrionarios de ratinhos bax-/- bak-/- double knockout (DKO), a PDT com
HY protege da apoptose, no entanto mata as células através de uma via autofagica inde-
pendente de caspases.'®

Algumas das proteinas reguladoras do processo autofagico séo alvos das ROS cri-
adas pela PDT, como por exemplo o recetor inositol trifosfato (inositol triphosphate —
IP3) associado ao reticulo endoplasmatico, que é danificado pelo PS Pc 4. A autofagia
induzida por PDT esta relacionada com PS que se acumulam preferencialmente nos en-
dossomas/lisossomas, reticulo endoplasmatico e mitocondrias.®

O papel da autofagia como resposta da PDT € complexo. Varios estudos exami-
nam a autofagia no cancro como um processo pro-morte e também como um processo
pro-sobrevivéncia. Parece possivel que a autofagia seja iniciada numa tentativa de remo-
ver 0s organelos danificados por oxidacao ou para remover grandes agregados de protei-
nas interligadas, reduzidos e fotodanificados, que ndo foram removidos pelo sistema ubi-
quitina-proteassoma. Contudo, a autofagia pode ocorrer independentemente da apoptose
em protocolos de PDT. Parece ter um papel pro-sobrevivéncia em células apoptose-com-
petentes e pro-morte em células apoptose-incompententes. 1624

Dentro do tumor solido, as concentracGes de oxigénio podem variar bastante.
Numa situacao de hipoxia moderada, a autofagia vai funcionar como um mecanismo pro-

sobrevivéncia, enquanto que numa situacdo de hipoxia severa vai influenciar a inducéo
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de uma morte por necrose. Apesar de ainda nao ter sido validado experimentalmente in
vivo, parece possivel que a combinacdo de PDT com um inibidor da autofagia possa re-

sultar num melhor resultado terapéutico.®

3.1.3. Necrose

Durante muito tempo a necrose tera sido considerada um mecanismo de morte
celular acidental e descontrolado, caracterizado pela vacuolizagdo do citoplasma, turges-
céncia e quebra da membrana celular, com a libertacdo do contetdo celular. Agora sabe-
se que este tipo de morte celular podera ser altamente regulado, como parte de uma via
de transducdo de sinais. De facto, as células necréticas iniciam cascatas de sinalizacdo
pro-inflamatorias, ao libertarem ativamente citoquinas inflamatdrias e outros fatores imu-
nomoduladores que conduzem ao seu reconhecimento e fagocitose e subsequente resposta
imunologica.t6:?

Os tracos caracteristicos de necrose, como turgescéncia, danos irreversiveis na
membrana plasmatica, destruicdo de organelos assim como degradagdo aleatdria de ADN,
sdo importantes para a sua funcao fisioldgica. Em caso de necrose, o contetdo extrava-
sado para o meio extracelular funciona como “sinal de perigo” e consequentemente esté
associado a inflamacdo. No entanto, isto ndo é suficiente para que sejam ativados macro-
fagos. As células necréticas aumentam também a secrecdo de citoquinas pro-inflamaté-
rias, como a citoquina IL-6. A secrecdo desta citoquina IL-6 por células necréticas e ndo
por células apoptoticas comprova que este mecanismo de morte celular € um mecanismo
controlado e ativado pelas células.®

Fatores que promovem a necrose incluem a localizacdo extramitocondrial do PS
para PDT com doses altas e a escassez de glucose. A PDT pode induzir a necrose de
varias formas. PS que atuam na membrana plasmatica, como o Photofrin® ou o complexo
Zinco (1) -Ftalocianina (zinc(ll) phtalocyanine), conduzem a morte por necrose devido a
perda de integridade na membrana, com a consequente faléncia no fluxo de ides devido
ao rapido esgotamento de ATP. De forma semelhante, PS que desestabilizem lisossomas
levam & libertacio de protéases que conduzem a necrose.®

Algumas porfirinas cationicas sdo capazes de se deslocar da membrana plasmatica
para o citoplasma durante a irradiacdo e causam a fotoinativacdo das pro-caspases -9 e -
3. Esta inibicdo de caspases é um sinal de mudanca de tipo de morte celular em favor da
necrose. Sendo assim, a utilizacdo de um PS que medeia a inativacdo das caspases pode

resultar na ativagédo e propagacao de uma via de morte celular por necrose. Assim, esta
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pode ser uma estratégia com a capacidade de matar células que conseguem escapar a

apoptose.t®

3.2. Efeito anti-vascular

Pensa-se que o efeito direto das ROS nas células cancerosas pode ndo ser sufici-
ente para as eliminar. Neste caso, o colapso vascular induzido pela PDT tem um papel
muito importante, contribuindo para a hipoxia e défice no aporte de nutrientes para este
tecido. Por sua vez, estes vasos sanguineos também estdo dependentes dos fatores de
crescimento produzidos pelas células tumorais, que sem oxigénio e nutrientes ndo os pro-
duzem.1®

W. M. Star e seus associados realizaram um estudo em ratos implantados com
tumor mamario de forma a observar a microcirculacdo no tecido tumoral e em tecido
saudavel, antes, durante e ap0s varias sensibilizaces via PDT, usando hematoporfirina
como PS. O branqueamento e a vasoconstri¢do inicial dos vasos tumorais foram seguidos
por varias respostas heterogéneas, incluindo a completa estase no fluxo sanguineo, he-
morragia e, em alguns vasos maiores, a formagcao de agregados plaquetares.?*

Outros estudos demonstram que as células tratadas com PDT in vivo sdo clonogé-
nicas, se forem removidas imediatamente do hospedeiro. No entanto, esta clonogenici-
dade ¢ perdida com o aumento do tempo dentro do hospedeiro apds o tratamento. Esta
progressao corresponde ao tempo deixado em hipoxia induzida pela PDT. Foi identificada
hipoxia suficiente para matar células tumorais em doses consideradas sub-terapéuticas.?*

Cavarga e colaboradores'® apresentam uma abordagem no fracionamento de HY
de modo a melhorar esta resposta. A administracdo de HY, 1 e 6 horas antes da irradiacéo,
pode produzir uma melhor resposta terapéutica do que uma sé administracdo. Estes estu-
dos mostram que a toxicidade celular e vascular contribui para o resultado global da te-
rapéutica. Esta contracéo vascular, formagéo de trombos e inibi¢do do crescimento tumo-
ral € o mecanismo de acdo mais comum na maioria dos PS mais utilizados. No entanto,
apesar da destruicdo da vasculatura tumoral poder ser uma modalidade de tratamento efe-
tiva, a libertacdo de fatores de crescimento agiogénicos e citoquinas derivados deste
stress, como consequéncia da situacdo de hipoxia no tecido tumoral, pode diminuir a efi-

cécia da PDT e promover o crescimento do tumor.®
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3.3. Estimulacéo imunitaria

Para além dos mecanismos referidos anteriormente, a PDT pode induzir reagdes
inflamatorias e imunes, que medeiam a destruicdo tumoral através do recrutamento de
células imunitarias, nomeadamente macréfagos, CD e granuldcitos, para o local da neo-
plasia.'®?*28 Esta reacio inflamatoria, observavel como um edema localizado, é uma con-
sequéncia do stresse oxidativo induzido. Este insulto é interpretado pelo organismo com
um trauma agudo localizado, o0 que ativa uma série de acdes de protecdo de forma a re-
solver a integridade do tecido e a homeostasia do local afetado. Esta resposta inflamatéria
tem como principal objetivo conter o disturbio devido a homeostasia, assegurar a remoc¢ao
das células danificadas e promover a cura local e a restauracdo das fun¢fes normais do
tecido.?

A inflamacdo iniciada pela PDT é um processo antigénio tumoral ndo-especifico
orquestrado pelo sistema imunitario inato. As células tumorais atingidas pelo insulto cau-
sado pela terapéutica sdo vistas como “alteradas”. A PDT parece ser particularmente efe-
tiva ao gerar rapidamente uma abundancia de sinais de perigo, também conhecidos como
padrdoes moleculares associados a danos (damage-associated molecular patterns —
DAMPSs) ou padrbes moleculares associados a morte celular (cell death-associated mole-
cular patterns — CDAMPS), que podem ser detetados pelo sistema imune inato.*

O inicio da inflamacdo induzida pela PDT é marcado por alteracfes dramaticas na
vasculatura tumoral, que se torna permeavel a proteinas sanguineas e células inflamaté-
rias. Este efeito ocorre até mesmo com PS que tém como alvo as células tumorais em vez
das células vasculares, sendo o processo inflamatério iniciado por sinais derivados do
stress oxidativo em regiGes perivasculares. As células inflamatorias, inicialmente neutro-
filos, mas seguidamente mastdcitos e mondcitos/macrofagos, rapidamente invadem o te-
cido tumoral. A sua primeira missdo é neutralizar a fonte dos DAMPS/CDAMPs, elimi-
nando os residuos que comprometam o tecido, incluindo células danificadas e mortas.
Dentro das citoquinas que regulam o processo inflamatério, as mais importantes neste
paradigma séo as IL-1p e IL-8. Bloquear a funcdo de varias moléculas de adesdo também
diminui a resposta a PDT. Por outro lado, a inibicdo de citoquinas anti-inflamatorias IL-

10 e TGF-B pode aumentar a sua taxa de sucesso.?*

Numerosos estudos tém demonstrado que a PDT pode influenciar o sistema imu-
nitario adaptativo de varias maneiras diferentes: alguns regimes podem potenciar a imu-

nidade inata, enquanto que outros levam a imunossupressdo. O mecanismo preciso e 0s
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fatores que o determinam ainda séo desconhecidos. Contudo, parece que o efeito resul-
tante da PDT no sistema imunitério esta dependente do tipo de tratamento, da area afetada
e do PS utilizado. A imunossupressdo esta relacionada com regimes fotodindmicos cutéa-
neos e transdérmicos que envolvem grandes superficies.?*

A eficacia da PDT parece estar dependente da inducdo da imunidade anti-tumoral.
Verifica-se que a resposta a longo prazo esta diminuida ou ausente em ratinhos imu-
nocomprometidos e que a reconstituicdo destes animais com medula 6ssea ou células T
de ratinhos imunocompetentes resulta num aumento da eficacia desta terapéutica.?*

Clinicamente, a eficacia da PDT também parece estar dependente da imunidade
anti-tumoral. Doentes com neoplasia vulvar intraepitelial (vulvar intraepithelial neo-
plasia— VIN) que ndo respondem ao tratamento com ALA tém uma maior probabilidade
de possuirem tumores sem moléculas do complexo maior de histocompatibilidade de
classe I (MHC-I) do que doentes que respondem ao mesmo tratamento. O reconhecimento
do MHC-I é muito importante para a ativagdo de células T CD8" e células que ndo tenham
MHC-1 sdo resistentes as reacdes imunes anti-tumorais mediadas por células. Verificou-
se também que os doentes com VIN que respondem a terapéutica fotodinamica tém um
maior nimero de células T CD8" infiltradas no tumor tratado, comparativamente com os
doentes que ndo respondem.?42°

Outros estudos também demonstraram que os efeitos direcionados a tumores de
ratinhos incluem a criacdo de imunidade de memdria. Foi verificado clinicamente que a
PDT anti-tumoral também aumenta a imunidade anti-tumoral. A PDT utilizada no an-
giossarcoma multifocal da cabeca e pescogo resulta num aumento da infiltracdo das cé-
lulas imunitérias em tumores distantes ndo tratados, acompanhada de regressdo tumo-
I’a|.24'29

A PDT ativa tanto a imunidade humoral como a imunidade anti-tumoral mediada
por células, apesar da importancia da resposta imunitaria humoral ndo ser clara. A eficacia
deste tratamento é reduzida em ratinhos e humanos, na auséncia da ativacdo das células
T CD8"* e/ou infiltracdo tumoral. E claro que a indugéo de imunidade anti-tumoral apds
PDT é dependente da inducéo da inflamacdo. Inflamacéo aguda, local e sistémica, indu-
zida pela PDT, culmina na maturacéo e ativacdo de DCs. DCs maduras sdo importantes
na ativacdo de células T CD8* assim como na inducdo da imunidade anti-tumoral. A ge-
racdo de células T CD8" efetoras e de memdrias esta frequentemente, mas nem sempre,

dependente da presenca e ativacdo de células T CD4*. A imunidade anti-tumoral induzida
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pela PDT pode ou ndo ser dependente de células CD4" e pode ser aumentada por células
natural killer.2430

O aprimoramento da imunidade anti-tumoral mediado pela PDT é causado, em
parte, pela estimulacdo de DCs por células tumorais mortas ou a morrer, sugerindo que,
in vitro, células tumorais tratadas com PDT podem servir como vacinas anti-tumorais.
Esta hipdtese foi comprovada em varios estudos, utilizando uma grande variedade de PS
e modelos tumorais, tanto em situacdes preventivas como terapéuticas.?*3°

Estudos mecanisticos mostram que a incubacdo de DCs imaturas com células tu-
morais tratadas com PDT leva a um melhoramento da maturacéo e ativacao e também a
uma maior capacidade de estimular as células T pelas DCs. A PDT em células tumorais
resulta em morte celular e stress celular e cré-se que a ativacdo das DCs pelas células
tratadas com PDT resulta num reconhecimento de DAMPs/CDAMPs libertados pelas cé-
lulas a morrer. A HSP70 é uma DAMP bem caracterizada que interage com recetores de
sinais de perigo, os recetores do tipo Toll (Toll-like receptors — TLRs) 2 e 494, e é indu-
zida pela PDT. Os niveis de expressdo de HSP70 em tumores tratados com PDT correla-
cionam-se com a capacidade de estimular a maturacdo das DCs e iniciar a inflamacao.
Para além disso, a opsonizacdo de células tumorais tratadas com proteinas do comple-
mento aumenta a eficacia das vacinas geradas pela PDT. A PDT induz multiplos sinais
de perigo capazes de desencadear a ativacao da apresentacdo de antigénios e imunidade
anti-tumoral 242

As implicacdes da imunidade anti-tumoral induzida pela PDT e a efetividade das
vacinas geradas sao significantes e fornecem uma possibilidade para a utilizagdo da PDT
no tratamento de metéstases e também como adjuvante, em combina¢do com outas mo-

dalidades de terapia contra o cancro.?*

4. Fotosenssibilizadores

Como foi exposto na secgdo anterior, 0 PS constitui um dos trés principais pilares
em PDT. Este € o componente de maior interesse no campo farmacéutico, quimico e me-
dicinal, pois é possivel criar novas moléculas fotossensibilizadoras e otimizar as existen-
tes, assim como desenvolver os seus transportadores.®

Genericamente, 0os PS sdo compostos que promovem reacgdes fotoquimicas apos
excitacdo com radiacdo. O PS ideal na terapéutica contra o cancro devera apresentar as

seguintes caracteristicas'®?42:
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1. Sintese simples, econdmica e verde!®242

2. Toxicidade residual na auséncia de radiagao!®24%

3. Auséncia de mutagenicidade e/ou carcinogenicidade®24#

4. Bom comportamento farmacocinético (alta seletividade para o tecido tumoral e
eliminagdo facil do organismo)*6242

5. Ativacdo consistente num comprimento de onda apropriado®242°

6. Administracdo versatil1®-242°

7. Disponibilidade comercial'®:242

8. Seguranga’®-242

9. Absorcéo na gama espectral do vermelho, para penetragdo mais profunda nos

tecidost6242

Estas caracteristicas sdo limitadas®e:

1. Pela capacidade de geragdo de oxigénio singleto®
2. Pelas propriedades 6ticas dos tecidos bioldgicos?®
3. Pelas interagbes com os sistemas bioldgicos'®

4. Pela seletividade tumoral®®

Foram descritos varios PS desde os primeiros estudos sobre a utilizacdo de PDT
para o tratamento de neoplasias. Estes PS sdo genericamente classificados como porfiri-
noides e ndo-porfirindides, consoantes a sua estrutura quimica.

A estrutura quimica dos PS ndo-porfirindides é variada, partilhando apenas a pre-
senca de multiplas ligagdes m conjugadas. Esta classe de PS inclui vérios tipos de molé-
culas, incluindo alguns corantes, como as cianinas e corantes fenotiazinicos, e compostos
naturais, como quinonas policiclicas. Os PS ndo-porfirindides apresentam caracteristicas
interessantes em PDT. Contudo, o seu desenvolvimento para aplicagdes em oncologia
encontra-se consideravelmente atrasado relativamente ao atingido por alguns compostos
porfirindides.®

Os PS porfirindides ttm em comum um ciclo de carbonos com cerca de 18 a 22
ligagdes m conjugadas. Esta classe inclui as moléculas sensibilizadores mais importantes
que sdo utilizadas em PDT nos dias de hoje. Desde os primeiros estudos com hematopor-
firina — o primeiro PS porfirinoides descrito na literatura —, varios investigadores desco-

briram outros PS com propriedades otimizadas e com aplicagdo em PDT. De acordo com
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as suas caracteristicas e data de descoberta, os PS porfirindides sao classificados como de
primeira, segunda e terceira geracéo. 62427

Os PS porfirindides de primeira geracdo sdo, entre outros, a hematoporfirina e
alguns dos seus derivados e a Photofrin®. Todos eles sdo obtidos a partir de misturas de
porfirinas extraidas do sangue, seguindo-se a purificacdo e modificacdo quimica para
ajuste de propriedades. Nesta classe de PS, a Photofrin® é bastante importante, ndo so6
por questBes historicas, mas também porque € considerada o gold-standard em PDT. A
Photofrin® esta aprovada como PS para o tratamento de diversos tipos de cancro.!6:2427

Apesar da boa resposta terapéutica, os PS de primeira geracdo apresentavam al-
gumas limitacdes, nomeadamente®®:

1. Falta de pureza quimica, uma vez que eram constituidos por uma mistura vari-

avel de diversos compostos®®

2. Tempos de meia-vida longos e retencéo dérmica intensa, responsavel por uma

fotossensibilizagdo dérmica prolongada (2 a 3 meses)*6-2427

3. Baixos coeficientes de extingdo molar®

4. Pico de absorgdo em comprimentos de onda curtos (cerca de 630 nm)?*6-2427

5. Baixos rendimentos quanticos de producdo de oxigénio no estado de singleto

Estas limitagcbes conduziram ao desenvolvimento de novas moléculas PS que
apresentam melhores caracteristicas farmacoldgicas em comparacdo com os PS de pri-
meira geracdo. No entanto, os PS de segunda geracdo ainda sdo bastante hidrofdbicos e
pouco seletivos para os tumores. Este problema de seletividade fez com que os investiga-
dores se focassem no desenvolvimento de transportadores para libertacdo controlada dos
PS.16'24

A maioria dos PS atuais, de terceira geracdo, contém estruturas porfirindides, in-
cluindo derivados da hematoporfirina, ftalocianinas, clorinas e bacterioclorinas, que exi-
bem propriedades fotoquimicas e fotofisicas diferentes, com implica¢gdes no seu meca-
nismo de ativacao e acdo. Estes PS podem ser administrados por via exdgena ou enddgena
e produzem metabolitos fotossensiveis (ex.: PpIX a partir do ALA). A maioria dos PS
sdo hidrofobicos e formam agregados num ambiente bioldgico, tornando-se dificil a ad-
ministracdo intravenosa e reduzindo a eficacia da PDT. De forma a ultrapassar este pro-
blema, os PS sdo geralmente formulados em sistemas de transporte coloidais, como li-

possomas, micelas e nanoparticulas biodegradaveis ou polimeros hidrofilicos.®
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As propriedades quimicas dos PS, como a carga ionica, o grau de hidrofobicidade
e de assimetria da molécula, determinam a sua localizagdo subcelular assim como o tipo
de dano efetuado. De um modo geral, os PS hidrofébicos com uma ou duas cargas nega-
tivas acumulam-se no plasma e membranas intracelulares, enquanto que os PS hidrofili-
cos sao transportados para o interior da célula por endocitose e pinocitose. Apdés irradia-
cao, os primeiros induzem a foto-oxidacao de lipidos e proteinas, ativando fosfolipases
de membrana e, consequentemente, a rapida degradacdo dos fosfolipidos conduz a mu-
dancas na fluidez, perda da integridade celular, inativacdo de enzimas e recetores assim
como despolarizacéo celular e colapso do balango ionico. Ja os segundos induzem a li-

bertacdo de enzimas lisossomais no citioplasma.'®

4.1. Os novos fotossensibilizadores

Como referido anteriormente, a maioria dos PS sdo moléculas hidrofobicas. Ape-
sar desta ser uma importante caracteristica para a penetragdo nas membranas celulares e
para a acumulacdo nas células, conduz a uma agregacdo imediata apos inje¢cdo num meio
aquoso, como o sangue, diminuindo a eficicia do PS. Desta forma, tornam-se necessarios
sistemas de transporte solGveis em meio aquoso, de forma a garantir os resultados em
PDT.1

O desenvolvimento de PS de terceira geracdo utilizados em PDT é relativamente
recente. A incorporacdo dos PS em nanoestruturas surgiu ha cerca de 20 anos, mas a
publicacdo de novos artigos aumentou exponencialmente apenas nos ultimos cinco. De
entre todas as nanoestruturas, sdo os lipossomas e 0s polimeros biodegradaveis as bases

mais utilizadas para o desenvolvimento de novos PS.1624

4.1.1. Lipossomas

Lipossoma é um termo genérico usado para designar vesiculas lipidicas cujo ta-
manho varia entre 20 e 1000 nm e que consistem numa ou mais bicamadas fosfolipidicas
conceéntricas que contém um meio aquoso. Uma caracteristica interessante dos lipossomas
é a sua natureza anfifilica, permitindo a incorporacao tanto de moléculas hidrofilas como
de hidrofébicas na sua estrutura. As moléculas hidrofilicas ficam retidas no nucleo en-
quanto que as hidrofobicas podem intercalar nos lipidos da membrana lipossémica.®

Os fosfolipidos utilizados nestas formulacdes podem ser sintéticos ou derivados
de compostos naturais. A principal caracteristica destes lipidos é a presenga de uma ca-

beca polar associada a um corpo longo e hidrofébico composto por cadeias de carbonos.
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Podem ser adicionados ao lipossoma outros lipidos, como o colesterol, de forma a modi-
ficar as suas caracteristicas e melhorar a sua estabilidade. Geralmente, séo utilizados li-
pidos estabilizadores, como o polietileno glicol (PEG), de modo a prolongar o tempo de
meia-vida em circulacdo no sangue. Esta incorporacao é importante, uma vez que os li-
possomas simples sdo rapidamente fagocitados por macrofagos ap6s a sua administracao
intravenosa.*®

A incorporacdo dos PS em lipossomas pode alterar as suas propriedades fotofisi-
cas, como a fluorescéncia e absorcao, o rendimento quantico da fluorescéncia, o tempo
de meia-vida dos estados excitados e o rendimento da geracao de oxigénio singleto. Esta
ultima alteracdo € a mais importante, uma vez que pode afetar diretamente a eficicia do
tratamento.®

Por enquanto apenas um PS lipossdmico esta aprovado para uso médico, mas nao
é indicado em PDT para o cancro. Esta formulacédo, conhecida como Visudyne®, contém
Verteporfina e é usada contra a degeneragdo macular associada ao envelhecimento.®

Relativamente a formulacGes em testes pré-clinicos, existe uma formulacéo lipos-
somica de 5,10,15,20-tetraquis(m-hidroxifenil)clorina (m-THPC, Foscan®) incorporada
em lipossomas de dipalmitoil  fosfatidilcolina/dipalmitoil  fosfatidilglicerol
(DPPC/DPPG), conhecida como Foslip®. Comparativamente com o Foscan®, o Foslip®
apresenta diversas melhorias, destacando-se a maior eficécia e seletividade assim como
menos efeitos adversos.®

Também estdo a ser estudadas formulacdes lipossomicas de ftalocianinas. Estas
moléculas tém caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas muito atrativas para a utilizacao
em PDT. Por exemplo, absorvem fortemente radiacdo a comprimentos de onda de 700
nm, apresentam um estado tripleto excitado muito estavel, ficam retidas por periodos pro-
longados em células cancerigenas e sdo, comparativamente, bastante fotoestaveis. Con-
tudo, as ftalocianinas sdo bastante hidrofobicas, o que pode conduzir & sua agregagéo em
meio aquoso, resultando em efeitos adversos e em decréscimo de acumulagdo no tecido
alvo e de eficacia. Uma solucdo para estes problemas poderia passar pelo desenvolvi-
mento de uma formulagcdo que mantivesse as boas caracteristicas hidrofobicas das ftalo-
cianinas e que melhorasse a sua farmacocinética para terap@utica anti-tumoral. E neste
contexto que surgem as formulagdes lipossdmicas com ftalocianinas.'®

Os lipossomas também permitem a inclus@o de moléculas que possibilitem dire-
cionamento e distribui¢do controlada na sua superficie. Estas moléculas podem ser adici-

onadas antes ou depois da formacéo das vesiculas. Esta estratégia esta baseada no facto
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de a maioria das células neoplasicas apresentarem um excesso de alvos moleculares as-
sociados aos mecanismos de desenvolvimento do tumor, como recetores para vitaminas,

glicoproteinas ou certos antigénios de superficie.®

4.1.2. Nanoparticulas poliméricas biodegradaveis

As nanoparticulas poliméricas, como as nanoesferas e as nanocapsulas, apresen-
tam caracteristicas que as tornam boas candidatas como sistemas de transporte de PS em
PDT. Podem ser consideradas como alternativa aos lipossomas, quando as formulacfes
lipossdmicas ndo apresentam as caracteristicas desejadas. Algumas destas particulas po-
liméricas permitem o controlo da libertagdo do medicamento, a manutencdo da atividade
fotodindmica de PS hidrofébicos no meio aquoso, a incorporacéo de concentragoes ele-
vadas de PS e a facil modificacdo da sua superficie. Alguns dos sistemas mais estudados
sdo baseados em co-poli(acido lactico, acido glicolico) (PLGA).

Os dendrimeros podem ser considerados como os “blocos de construgdo” mais
versateis, tanto ao nivel de composicao como estrutural, podendo ser controlados sinteti-
camente a nanoescala. Apresentam um elevado nivel de uniformidade molecular, capaci-
dade de carregamento, biocompatibilidade e uma superficie altamente funcional que fa-
cilita a modificacdo da solubilidade dos medicamentos incorporados, ajudando a selecio-
nar os alvos terapéuticos ou a ajustar o perfil terapéutico do agente. Sdo exemplos 0s
dendrimeros baseados em poliamidoamina (PAMAM).1®

O PS meso-tetra(4-hidroxifenil)porfirina (p-THPP) pode ser incorporado em na-
noparticulas de PLGA com um diametro inferior a 130 nm. Este didmetro permite que as
nanoparticulas se acumulem passivamente no interior dos tumores. Quando comparado
com a p-THPP livre, o sistema com nanoparticulas apresenta uma fototoxicidade in vitro
significativamente maior. Desta forma, as nanoparticulas de PLGA poderiam libertar o
PS em compartimentos intracelulares especificos, onde a inducdo da morte celular seria

mais eficaz.1®

4.2. Intervalo farmaco-radiacao

A distribuicdo do PS no tumor pode ser modulada pelo intervalo farmaco-radiacdo
(drug-light interval - DLI) que corresponde ao tempo que separa a administracdo do PS
do inicio da irradiacdo. A distribuicdo do PS pela microvasculatura tumoral ou pelo seu
corpo tumoral depende da farmacocinética e das propriedades de ligacdo do PS as células

e tecidos.® SAo observaveis danos na vasculatura quando o tecido € irradiado com o um
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DLI curto, uma vez que € ai que se localizard maioritariamente o PS. Do mesmo modo,
para um DLI mais longo serdo observados danos diretos e destruicdo de células tumorais,
uma vez que a concentraco de PS vai ser maior no tumor.*®

Varios estudos comprovaram que ter como alvo unicamente a vasculatura ou as
células tumorais nunca resulta numa destruicdo completa do tumor. Desta forma, devera
ser efetuada uma dupla administracdo do PS, com DLIs diferentes, de forma a obter niveis
elevados de PS tanto no compartimento celular como no compartimento vascular do tu-
mor. Usando uma abordagem terapéutica baseada nesta logica, Garrier e colaboradores
conseguiram uma taxa de cura de 100% em tumores tratados com mTHPC, seguindo um

protocolo de injecdo antecedendo 24 e 3 horas a irradiagdo.®

4.3. A influéncia do meio bioldgico

Uma area de investigacao que atrai crescente interesse € a pesquisa de novos PS
com atividade melhorada. Uma forma de avaliar a atividade dos PS ¢ através da medicéao
do rendimento quéntico de geracdo de oxigénio singleto numa solugdo isotrépica. Uma
vez que o oxigeénio singleto é tido como a principal espécie com interesse em PDT, 0s PS
com maior rendimento quantico de producédo de oxigénio singleto serdo considerados 0s
mais promissores. Contudo, muito estudos comprovam que o rendimento quéantico ndo é
0 Unico determinante da eficacia do PS, j& que as propriedades deste podem ser afetadas
pela interacdo com o ambiente bioldgico e as células sdo sistemas heterogéneos e com-
plexos.?®

Um dos efeitos mais simples, observaveis em PS com o mesmo rendimento de
geracdo de oxigénio singleto, é o facto de os PS que interagem mais com biomoléculas
(como os lipidos nas bicamadas lipidicas) conduzirem a danos fotodinamicos mais exten-
sos. Outro efeito € a localizacdo da geracdo das ROS nos diferentes espacos subcelulares,
0 que afeta os seus tempos de vida, quando comparados com o0s observados na solucgdo
isotropica.?®

As vias de desativacao do estado excitado tripleto e, do mesmo modo, a eficiéncia
da geracdo de oxigénio singleto, também véo ser alteradas em meio biol6gico, em com-
paracdo com as solugdes isotropicas. Os PS podem transferir eletrdes ou energia, desde
que o estado tripleto excitado do PS tenha energia suficiente para sensibilizar a formacéo
de oxigénio singleto e os potenciais de oxidagdo-reducgédo sejam compativeis com 0s subs-
tratos existentes. A probabilidade relativa de ocorréncia de cada processo vai depender

de fatores como a concentragdo de oxigénio ou a concentragdo e natureza quimica dos

35



substratos no meio circundante, e também das interac6es intermoleculares entre molécu-
las do PS, ou destas com outras moléculas de outras substancias. Todos estes fatores véo
depender do nano-ambiente onde o PS se encontra: as membranas lipidicas, por exemplo,
contém mais oxigénio do que a solucdo circundante. O caminho seguido pelo estado ex-
citado tripleto no processo de relaxacdo também pode ser alterado ao longo da irradiacéo,
devido a alteracGes fotoquimicas do PS, assim como da disponibilidade de novos subs-
tratos, como moléculas foto-oxidadas, da presenca de espécies redutoras e do consumo
de reagentes iniciais (como o oxigénio e outros substratos).??

Sabe-se que a interacdo dos PS com biomoléculas altera as suas vias fotoquimicas
e fotofisicas, podendo ou ndo interferir com a sua capacidade de agregacéo. Dependendo
da polaridade do PS e da composicao dos lipidos, as membranas lipidicas podem estabi-
lizar as formas monomeéricas ou agregadas dos PS, afetando a geracdo de ROS. Para PS
gue Se agregam num meio aquoso e gue tém bons rendimentos quanticos em solventes
que previnem a agregacao, a utilizacdo de lipossomas de lecitina conduz a uma maior
geracdo de oxigénio singleto. Por outro lado, também deve ser esperado um aumento dos
processos de transferéncia de eletrdes, uma vez que a ligagdo a membranas aumenta a
concentragéo de possiveis substratos.?®

Os PS também se podem ligar a proteinas, tanto de forma especifica como ines-
pecifica, alterando as suas propriedades fotossensibilizantes. Este efeito varia de acordo
com o tipo de proteina, PS e as suas concentracdes relativas. Quando os complexos PS-
proteina sdo excitados, sdo favorecidas as reac@es diretas proteina-PS levando a diminu-
icdo do rendimento de oxigénio singleto e a formacdo de adutos. Para além de interferir
com os equilibrios de agregacdo, as proteinas também podem diminuir a probabilidade
de relaxamento ndo-radioativo dos PS, com o subsequente aumento da sua fotoreativi-
dade. Este efeito foi observado no caso de corantes baseados em triarilmetano, na pre-
senca de albumina sérica bovina (Bovin Serum Albumin - BSA).?

Desta forma, torna-se clara a influéncia do meio onde se localiza o PS nas suas
caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas. Este conhecimento pode, entdo, ser utilizado
para aumentar a eficiéncia fotodindmica, desenhando formulacdes que regulem estes as-
petos do PS atraves da modulagéo do equilibrio de agregacéo, controlando a forga idnica
ou estabilizando as espécies mais ativas do PS.?

Contudo, os estudos diretos sobre as caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas dos
PS nas células sdo escassos. A técnica de microscopia de fluorescéncia em tempo real

(fluorescence lifetime imaging microscopy — FLIM) tem sido utilizada para observar as
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variacdes no tempo de fluorescéncia dos PS consoante a sua localizagéo subcelular. Estes
estudos tém demonstrado que o estado singleto excitado dos PS é afetado pelas interacdes
com o ambiente intracelular. Por enquanto ainda ndo existem metodologias capazes de
estudar os estados tripleto excitados em amostras biologicas. Ndo obstante, sdo especta-
veis alteracdes no rendimento de geracdo do estado tripleto e seu tempo de vida nestas

condigdes.?

4.3.1. O resultado bioldgico como funcéo das propriedades do fotossensibilizador

Quando as células sdo tratadas com um PS, sdo necessarios varios passos até se
atingir a morte celular. Nomeadamente, o PS tem de ser internalizado pela célula, acu-
mular-se em localiza¢des subcelulares, sofrer fotoexcitacdo e sé depois oxidar biomolé-
culas. Da mesma maneira, a radiacdo tem de atingir o PS, assim como é necesséria a
presenca de oxigénio.??

Todos estes passos sdo decisivos para a eficacia da PDT, mas a previsibilidade do
impacto e extensdo de cada um deles é dificil. No caso dos tumores, alguns PS afetam as
células tumorais de forma indireta, exercendo danos na sua vasculatura, o que bloqueia o
aporte de oxigénio e de nutrientes. Este efeito estd associado a ligacdo de PS hidrofilos a
albumina do soro, que medeia a acumulacdo do PS no estroma vascular ou a sua ligagéo
a estruturas ou constituintes vasculares, como o colagénio. Por outro lado, os PS hidrofé-
bicos atuam principalmente por interacGes diretas com o tumor, uma vez que sao trans-
portados para o interior do corpo tumoral em associacdo a LDLs, que 0s conseguem con-
duzir a locais intracelulares.?

De forma a aumentar a seletividade, foram desenhados PS direcionaveis e nano-
transportadores, explorando as caracteristicas bioquimicas especificas dos tumores. Nor-
malmente os tumores apresentam maiores taxas de glicélise e maior utilizacdo de albu-
mina sérica, além de sobre-expressdo de LDL e de recetores para fatores de crescimento.
Por esta razdo, os PS tém sido acoplados a agUcares, albuminas séricas, LDL e fatores de
crescimento. Para além disso, também tém sido estudados conjugados de PS com anti-
corpos, ligandos peptidicos ou proteinas. Outra estratégia é o desenvolvimento de PS que
sejam ativados em resposta a maior acidez das células cancerosas, assim como PS ativa-
dos pela glutationa, uma vez que a concentracdo desta € mais elevada em células tumo-

rais.2324
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Para além das estratégias que visam melhorar a distribuicdo do PS, também tém
sido desenvolvidas abordagens de forma a ultrapassar as baixas concentragdes de oxigé-
nio ou as dificuldades em fazer a radiacdo alcancar o PS. A excitacdo do PS requer a
irradiacdo com uma fonte de luz que corresponda ao maximo de absorcdo do PS. Em
células de melanoma, a melanina absorve grande parte da luz na regido visivel do espetro,
competindo com o PS na absorcéo da radiac¢do, diminuindo assim a eficiéncia da terapéu-
tica. Uma abordagem para ultrapassar esta dificuldade consiste na utilizagcdo de PS ou
nanomateriais que convertam os fotdes com energia correspondente a regido vermelha do
espectro (menos absorvidos pela melanina) em fotdes de maior energia.??

Outra dificuldade no tratamento de tumores s6lidos com PDT € o fraco aporte de
oxigenio nalgumas regides do tumor. Uma solugéo é o desenvolvimento de formulagdes
que consigam produzir oxigénio no local. Outras abordagens incluem a utilizacdo de sais
inorganicos, uma vez que tém a capacidade de gerar radicais através de um mecanismo
independente de oxigénio.?

O mecanismo de captacdo do PS pela célula vai depender de vérios fatores, no-
meadamente o grau de lipofilicidade, o tipo e numero de cargas e o0 grau de assimetria da
estrutura molecular. A maioria dos PS consiste num cromdforo com cadeias laterais aco-
pladas. Como é esperado, a presenca destas cadeias laterais lipofilicas em torno do cro-
maoforo aumenta a lipofilicidade do PS. O grau de lipofilicidade do PS pode ser utilizado
como um indicador na previsao da sua tendéncia para interagir com as membranas biol6-
gicas. No entanto esta interacdo nem sempre pode ser prevista apenas com base na lipo-
filicidade da molécula, uma vez que a assimetria das cadeias laterais e as suas cargas
podem afetar a interacdo com os lipidos das membranas. As cadeias alquilicas longas
podem conduzir a agregacao e supressao da captacdo pela célula, diminuindo a eficiéncia
do PS. Em porfirinas anfifilicas cationicas, a presenca de duas cargas positivas adjacentes
(isémero cis) conduz a uma maior captacao e eficiéncia fotodindmica do que no isémero
com cargas opostas (trans), uma vez que a estrutura em cis permite uma maior penetracéo
em membranas lipidicas.®

O pardmetro mais importante para o resultado final em PDT sera a localizacéo
subcelular do PS. Uma maneira de prever esta localizacdo sera atraves da carga do PS.
Por exemplo, porfirinas, fenotiazinas, triarilmetanos e cianinas, com carga positiva, acu-
mulam principalmente nas mitocondrias uma vez que sao atraidos pela carga negativa do

potencial eletroquimico de membrana. Contrariamente, os PS anionicos, como a clorina
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e a 6 mono-L-aspartil meso-tetra-(p-sulfofenil)porfirina, tendem a localizar-se nos lipos-
somas apos captacéo pela célula por endocitose.?

Uma vez no interior do organelo alvo, os PS devem produzir alguma quantidade
de espécies reativas de forma a exercer a foto oxidagdo das biomoléculas. Desta forma, a
tendéncia para o fotobranqueamento, agregacéo e reducao pelo ambiente intracelular séo
fatores a ter em consideracdo. Alguns pardmetros fotoquimicos que podem ser usados
para avaliar estas propriedades séo os racios de fotobranqueamento, o potencial de redu-
¢do do PS e as constantes de agregacao. Por exemplo, o PS Azul de Metileno (Methylene
Blue — MB) € reduzido no interior das mitocondrias, formando um radical semi-reduzido
que posteriormente se transforma em leuco-MB. Uma vez que nem a forma semi-reduzida
nem a forma leuco-MB absorvem radiagdo no visivel, ndo se comportam como PS, dimi-

nuindo a eficacia da PDT.%

E importante ter em consideracio que apesar de todos os esforgos para se estabe-
lecer uma relacdo entre a estrutura quimica do PS e a sua atividade bioldgica, ainda é
dificil obter correlagdes com niveis aceitaveis de fiabilidade. Isto acontece devido a difi-
culdade em correlacionar resultados de experiéncias simples com comportamentos em
sistemas bioldgicos mais complexos, pois é muito dificil mimetizar estes no desenho e
conducdo daquelas. Por enquanto € importante ter em conta dois passos fundamentais no
planeamento em PDT: a escolha do organelo alvo que conduz a um tipo especifico de
morte celular e a escolha de um PS que tenha como alvo essa estrutura subcelular e que
seja capaz de conduzir a sua oxidacdo. Devera entdo ser avaliado se a fotoquimica e fo-
tofisica do PS pode resultar, nas circunstancias consideradas, e se o PS tem caracteristicas

adequadas para a utilizacio em PDT.?

4.4. Descricdo geral de alguns fotossensibilizadores usados na terapia fotodinamica
4.4.1. Derivado da hematoporfirina

O derivado da hematoporfirina (HpD), um porfimero sodico, mais conhecido pelo
seu nomo comercial Photofrin® (figura 4.1.), é um dos PS mais utilizados em PDT. Por
norma, este PS é administrado por via intravenosa, numa dose de 2 mg/kg. 40 a 50 horas
apos a sua administracdo procede-se a irradiacdo da area tumoral com luz de comprimento
de onda de 630 nm. A radiacdo é administrada através de um difusor de fibra otica, nor-
malmente com uma dose entre 130 a 300 J/cm?. E frequentemente feita uma segunda

irradiagdo com uma dose mais baixa, 96 a 120 horas ap6s a inje¢do.5? Este PS € utilizado

39



no tratamento dos cancros do pulmao, esofago, bexiga e cervical, e em doencas de pele

malignas e ndo malignas.®

OH

O COOH

COOH
HO
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Figura 4.1. Representacio esquematica da estrutura quimica do PS Photofrin®.%3

4.4.2. Foscan®
Um dos PS de segunda geracdo mais potentes é a mesotetra(hidroxifenil)clorina
(mTHPC) desenvolvida e aprovada para o tratamento paliativo dos cancros da cabeca e

pescoco e designada clinicamente por Foscan® (figura 4.2.).1

Figura 4.2. Representacdo esquematica da estrutura quimica do PS Foscan®
(mTHPC).>

Recorre-se a incorporacdo de mTHPC em transportadores lipidicos, para melhorar
a sua farmacocinética, reduzir efeitos adversos sistétmicos e melhorar a especificidade do
medicamento. S&o utilizadas duas formulagdes, uma com lipossomas convencionais (Fos-

lip®) e outra com lipossomas baseados em PEG (Fospeg®).*6
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No entanto existem poucos estudos sobre a utilizacdo de Foslip® e Fospeg® in
vivo. Buchholz e colaboradores'® compararam a utilizagdo de Foscan® e Foslip® em mo-
delos de carcinoma espontaneo de células escamosas de felinos, em termos dos pardme-
tros farmacocinéticos, no tumor, pele e plasma. Verificaram que as formulacdes liposso-
micas de mTHPC apresentam uma intensidade de fluorescéncia, racios de fluorescéncia
e biodisponibilidade no tumor 2 a 4 vezes superiores as exibidas pela mTHPC livre. Mais
uma vez, estes resultados comprovam que as formulagdes lipidicas podem melhorar as
propriedades farmacocinéticas dos PS, melhorando assim como os resultados em PDT.®

Noutro estudo, verificou-se que o tratamento do carcinoma do colon humano xe-
notransplantado em ratinhos utilizando Foscan® e Fospeg® conduz a inducdo da regres-
sdo do tumor, 72 horas apds a injecdo. Contudo, o tempo de meia-vida em circulacédo e o
racio de mTHPC em células tumorais vs. células normais revelaram-se mais favoraveis
com a utilizacdo de Fospeg®. Foi também verificado através de estudos de microscopia
de fluorescéncia que a acumulagdo preferencial de Fospeg® é mais proxima dos vasos
tumorais enquanto que a formulagdo Foscan® tem uma maior distribui¢do dentro do te-
cido tumoral. Este estudo confirma a possibilidade de melhorar a farmacocinética dos PS,
através da introducdo em lipossomas ou da polietileno glicalizacao, mas os resultados em

PDT s&o imprevisiveis em relagdo a sua distribuicéo intratumoral.®

4.4.3. Hipericina

A HY (1,3,4,6,8,13-hexahidroxi-10,11-dimetillfenantro[1,10,9,8-opqra]perileno-
7,14-dione) (figura 4.3.), um PS natural, é uma naftodiantrona produzida por plantas da
espécie Hypericum (Hipericdo). A HY apresenta uma eficacia elevada na producéo de
oxigeénio singleto e anibes superoxido, apos a irradiacdo com luz de comprimentos de
onda em torno de 600 nm, e exibe muito baixa toxicidade na auséncia de radiacdo. A HY
fotoativada conduz a apoptose e a alteracdes a nivel vascular em vaérias linhas celulares,
incluindo em células T CD8*. Ao nivel celular, a ativacdo da HY conduz a vérios eventos,
como peroxidacdo da membrana lipidica, aumento da atividade da enzima superoxido
dismutase, diminuicdo da concentracdo de glutationa ou danos nas mitocondrias. Apesar
dos efeitos vasculares induzidos pela HY em PDT (HY-PDT) serem os mais eficazes em
varios modelos animais, a combinacéo da destruicdo vascular e celular é ainda mais po-
derosa. A apoptose é considerada o modo principal de morte celular induzida pela HY -
PDT. Contudo, a desregulacdo das vias de sinalizagdo e alteracdo para outros tipos de

morte celular é frequente.®
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Figura 4.3. Representacéo esquematica da estrutura quimica do PS HY.>®

O efeito anti-vascular da HY-PDT depende da sua distribuicao pelos tecidos, ve-
rificando-se que a eficacia é mais dependente da concentracdo plasmatica de PS do que
do nivel do PS no tumor. Nem a hipoxia do tumor, nem o aumento da oxigenacao tumoral
parecem resultar numa grande variacdo na eficacia terapéutica destes protocolos. Estes
resultados sugerem que os danos na vasculatura tumoral sdo o principal mecanismo de
acdo da HY-PDT.1®

Apesar de a abordagem tendo como alvo somente a vasculatura tumoral ser pro-
missora, também foi estudada uma outra abordagem, envolvendo o fracionamento da do-
sagem da HY. Verificou-se que a administracdo de HY, 1 e 6 horas antes da irradiacao,
produz uma resposta terapéutica melhorada em relacdo ao regime de administracdo Unica.
Estes resultados sugerem que para além de toxicidade vascular também ocorrem danos a
nivel celular. Embora a destruicdo da vasculatura tumoral afete diretamente o aporte de
oxigeénio e nutrientes, também pode conduzir a ativacdo de varios mecanismos de resis-
téncia. Assim, a destruicdo celular do tumor deve ser o Gltimo passo, de forma a obter um
resultado terapéutico bem-sucedido.

Os efeitos citotoxicos da HY sdo dependentes de oxigénio e da radiacdo. Por
exemplo, o fracionamento da dose de radia¢do ndo produz alteragéo significativa em com-
paracdo com dosagem unica. No entanto, a hiperoxigenacao traduz-se numa grande des-
truicdo celular, através da inducdo da apoptose na regido oxigenada e irradiada. Contra-
riamente, num ambiente de hipoxia ocorre a eliminagéo do efeito fototoxico da HY assim
como auséncia de alteragdes nas fungdes mitocondriais.®

A lipofilicidade e a interacdo com proteinas do soro afeta significativamente a

localizagéo subcelular da HY e também a eficacia da terapéutica. Comparativamente com
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derivados da HY com lipofilicidade aumentada, a HY tem uma afinidade preferencial
para as LDL, enquanto que os andlogos com maior lipofilicidade tém tendéncia a ligar-se
as lipoproteinas de alta densidade (high density lipoproteins — HDL). Verifica-se que a
acumulacao no interior das células € maior no caso da HY ligada as LDL e verifica-se
também uma maior captacdo da HY em células que tenham um elevado niumero de rece-

tores para LDL.®

4.4.3.1. Efeitos da Hipericina independentes de radiacéo

Para além da acdo fotodinamica da HY dependente de radiacdo, também existe
alguma acdo antimetastatica na sua auséncia. Num ensaio em ratinhos com adenocarci-
noma mamario ou carcinoma das células escamosas, a administracao fracionada de HY,
em 6 doses, conduziu a um aumento da sobrevivéncia dos animais a longo prazo. Apesar
de ndo exercer nenhum efeito anti-tumoral na auséncia de radiacdo, a HY pode funcionar
como um agente antimetastatico. A avaliacdo histoldgica neste ensaio revela a destruicao
de metastases pulmonares 72 horas apds o tratamento com HY.1®

Outro mecanismo de a¢do atribuido a HY na auséncia de radiacao € a inibicdo de
passos fundamentais da angiogénese, incluindo a proliferacdo de células endoteliais, a

formacao tubular, a degradacio da matriz extracelular, a migracéo e a invaséo.*®

4.4.3.2. Interacdo enzimatica

Outro mecanismo relacionado com a citotoxicidade da HY é a interacdo com a
atividade e expresséo de algumas enzimas. De entre as varias enzimas que desempenham
um papel importante na tumorigénese, a HY inibe a fosfatidilinositol 3-cinase (P13K), a
proteina cinase C (PKC) e a proteina tirosina cinase (PTK) do recetor do fator de cresci-
mento epidérmico (epidermal growth factor receptor — EGFR). Mas a inibicdo apds fo-
tossensibilizacdo da HY ndo € apenas restrita aos recetores da PTK, uma vez que as pro-
teinas cinase Ser/Thr também se mostraram bastantes suscetiveis a HY. A inibicdo de
algumas destas enzimas torna-se irreversivel apds irradiagéo.

Uma vez que a acdo fotodindmica da HY € baseada na inducéo de stress oxidativo,
a inibicdo in vivo de enzimas antioxidantes também & interessante. A inibi¢do da enzima
glutationa redutase € independente de radia¢do enquanto que a inibigcdo das enzimas glu-
tationa S-transferase e superdxido dismutase € dependente da radiagdo, mesmo em con-

centragdes micromolares.®
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Existe uma relacdo entre a inibicdo da succinoxidase mitocondrial e a geracédo de
oxigénio singleto em HY-PDT. Estes resultados sugerem o envolvimento de um meca-
nismo do tipo Il na acéo inibitoria da HY, pelo menos em relagdo a succinoxidase.®

4.4.4. Protoporfirina IX

A PplX é um PS natural que pode ser produzido pelo corpo humano, sendo um
precursor da heme.’ E possivel induzir a producio bioquimica deste composto natural em
tecidos danificados, pela introducdo de um pequeno aminoacido chamado ALA. Apesar
do ALA néo ter quaisquer propriedades fotossensibilizantes intrinsecas, é metabolizado
para produzir PplX (o agente ativo da ALA-PDT) (figura 4.4.). A conversédo de ALA
numa concentracao suficiente de PplX para exercer um efeito fotossensibilizante é rela-
tivamente rapida, levando cerca de 1 a 3 horas. Esta € a principal razdo da especificidade
da ALA-PDT. A PplX é sintetizada pelas mitocéndrias, a principal fonte de energia das
células. Danos oxidativos nesta estrutura interferem com o metabolismo de energia e po-

dem conduzir a morte celular.>¢2’
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Figura 4.4. Representacdo esquematica da reacdao de conversdo do PS ALA em
PplIX.>

O ALA pode ser administrado como hidrocloreto de ALA ou como derivados es-
terificados. Os ésteres de ALA podem ter diferentes polaridades e alguns deles podem ser
usados para tratar lesdes mais profundas. O derivado metil-ester (Metvix®) esta aprovado
na Europa e Australia para o tratamento de algumas patologias cutaneas como a queratose
actinica e o carcinoma baso-celular (basal cell carcinoma — BCC). O derivado hexil-éster

(Hexvix®) também esté aprovado na Europa para diagnostico de cancro da bexiga. Tanto
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0 ALA como o seu metil-éster, aminolevulinato de metilo (MAL, figura 4.5.), séo PS de

segunda geragdo.*1®

H,CO NH,
0

Figura 4.5. Representacéo esquematica da estrutura quimica do PS MAL.%

A maioria das células humanas conseguem metabolizar o ALA e o MAL em por-
firinas fotoativaveis, como a PpIX, mas o0s niveis variam bastante entre o0s varios tecidos
e tipos celulares. O ALA atravessa a membrana celular e a sua conversédo para PpIX
ocorre no interior da célula. Contudo, os ésteres do ALA, como o MAL, s&o primeiro
hidrolisados em ALA no citoplasma, s6 entdo ocorre a conversdo em PplX. Este passo
extra torna o periodo de incubagio do MAL mais longo.*?’

O MAL parece ter uma maior lipofilicidade e uma penetracdo melhorada na pele,
quando comparado com o ALA. Contudo, ndo existe uma diferenca estatistica na eficécia
entre 0o ALA e 0 MAL, no tratamento de BCC. Em teoria, 0 MAL podera ser mais seletivo

que o ALA devido a sua afinidade para ambientes mais lipofilicos.*

4.4.5. Rose Bengal

O PS Rose Bengal (RB, figura 4.6.) € um PS hidrofilo com um coeficiente de
absorcéo alto na regido visivel, a 552 nm, com um bom rendimento quantico para a pro-
ducéo de oxigénio singleto. Apesar do seu potencial em PDT para tumores, a sua tendén-
cia para se agregar em condic¢des fisiol6gicas compromete o seu rendimento de producédo
de ROS. Desta forma, torna-se essencial a utilizacdo de uma formulacdo com sistema de
transporte. Este sistema de transporte devera ser biodegradavel, exibir toxicidade negli-
genciavel, incorporar o PS sem diminuir ou alterar da sua capacidade sensibilizadora e
ser capaz de entregar o PS numa forma monomeérica. Mais importante sera a acumulagéo
seletiva do PS no tecido danificado em concentracGes terapéuticas, sem afetar as células

saudaveis.!®
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Figura 4.6. Representacédo esquematica da estrutura quimica do PS RB.*’

Como € esperado, um sistema de transporte a nanoescala, carregado ou ligeira-
mente lipofilico, pode ser utilizado em PS hidrdfilos. A utilizacdo de nanotransportadores
baseados em dendrimeros foi considerada como um método promissor para a entrega es-
pecifica deste PS. As estruturas dendriticas de PAMAM podem efetivamente transportar

este PS para as células cancerosas e melhorar a sua eficacia fotodinamica.®

5. Fontes de radiacéo

Em PDT, apds a administracdo do PS segue-se 0 passo de ativacdo do mesmo,
através da utilizacdo de radiacdo num determinado comprimento de onda, normalmente
na zona espetral do visivel ou infravermelho. A interacdo desta radiagdo com os tecidos
biol6gicos € bastante importante, uma vez que os fotdes que atravessam o tecido estdo
sujeitos a uma série de eventos, como absorcao, refleccdo, refracdo, dispersdo, transmi-
tancia e fluorescéncia, que interferem na eficacia da terapéutica. De entre todos estes pro-
cessos, a absorcio e a dispersdo sdo os mais importantes nesta terapéutica. 62

A absorcéo é um fendmeno 6tico governado pela lei de Lambert-Beer, que ocorre
quando um fotdo com uma determinada energia iguala a energia necessario para a transi-
¢do entre dois niveis de energia de uma molécula. E a presenca de diversos croméforos
endogenos, como a hemoglobina e a melanina, que define a “janela 6tica do tecido”,
sendo no intervalo espectral de comprimentos de onda entre 630 e 1300 nm que a pene-
tragdo é mais profunda.®2* Contudo, apenas a radiagio até 800 nm tem a capacidade de
gerar 102, uma vez que comprimentos onda maiores, na zona espectral dos infraverme-

Ihos, correspondem a uma energia insuficiente para iniciar a reagio fotodinamica.?*?’
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A dispersdo € um fendmeno o6tico definido pela teoria de Rayleigh-Gans, ocor-
rendo quando um feixe de fotbes, ao penetrar no tecido, se espalha em mdaltiplos feixes
com diferentes direcGes, definidas pelo fator anisotropico.®

A previsdo da distribuicdo espacial da radiacdo no tecido fotossensibilizado ¢
muito importante, uma vez que esta vai ser afetada pelo tipo de tecido, geometria e com-
primento de onda utilizado. Os tecidos biolégicos ndo sdéo homogéneos, devido a presenca
de macromoléculas, organelos celulares, estruturas celulares e camadas intersticiais, tor-
nando-os turvos. Um dos principais fatores limitantes nesta fase, em PDT, é a profundi-
dade da penetracdo no tecido, devido a dispersdo da radiacéo, que vai influenciar a taxa
de fluéncia da radiagdo. A taxa de fluéncia € definida como a quantidade de energia apli-
cada por &rea de tecido e serve para descrever a dose de radiacéo do tratamento. Para além
disso, o PS também pode absorver radiacdo num processo de auto-blindagem, limitando
a penetracao no tecido, ou entdo ser destruido, num processo conhecido como fotobran-
queamento.'®

A dose ideal de radiacdo em PDT devera causar efeitos letais adequados para o
tratamento da area tumoral, minimizando os danos na area saudavel adjacente. Contudo,
determinar esta “dose 6tima” ¢ dificil, devido a complexidade dos mecanismos em PDT,
sendo necessario ter em consideracdo, para além da dose de radiacdo, os PS e a disponi-
bilidade de oxigénio. A maioria dos ensaios realizados atualmente sdo conduzidos de

forma empirica, estando ainda sob investigacdo modelos matematicos de dosimetria.t’

Varias fontes de radiacdo podem ser utilizadas em PDT. A escolha destas depende
das propriedades do tumor (localizagio e geometria), dose de radiagio e PS.1%2* Estas
fontes de radiacdo podem ser distinguidas como fontes ndo-coerentes (ex.: lampada de
tungsténio) e coerentes (ex.: laser), fazendo parte de trés grupos: lampadas de largo espe-
tro, diodos e lasers.'®2>32 Para além destas, também estéo a ser desenvolvidas formas de
aplicacdo da luz solar na terapéutica.®?

As fontes de radiacdo ndo-coerentes podem ser lampadas de halogénio, diodos de
emissdo de luz (light-emitting diode — LED) e luz pulsada de alta intensidade (intense
pulsed light — IPL). Estas podem ser utilizadas com uma vasta variedade de PS, sendo sdo
seguras, faceis de manusear e relativamente pouco dispendiosas. Para além disso também

podem ser utilizadas conjuntamente com fibras oticas, de modo a assegurar um compri-
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mento de onda determinado. As principais desvantagens das fontes de radiacdo néo-coe-
rente reside na presenca de efeito térmico, baixa intensidade da radiacédo e uma dose de
radiacdo ndo controlada.t®’

Os LEDs sdo uma fonte de radiacdo ndo-coerente emergente, uma vez que tém a
capacidade de gerar radiacdo com energia elevada no comprimento de onda desejado e
podem ser construidos em varias formas e tamanhos. Os LEDs sdo uma fonte luminosa
direcional com o maximo de radiagdo emitida perpendicular a fonte emissora.®2* Apre-
sentam também outras vantagens, como a portabilidade e altas taxas de fluéncia.?’

Em contraste com as fontes de radiacdo ndo-coerente, os lasers tém a capacidade
de emitir radiacdo monocromatica de alta energia num comprimento de onda especifico,
com uma pequena largura de banda, para um PS especifico. Os lasers apresentam uma
grande precisdo focal, permitindo o tratamento de pequenas lesées com danos minimos
para os tecidos circundantes.'®

No entanto, as fontes de radiacdo ndo-coerente sdo mais confiaveis, simples e ba-
ratas, e geralmente apresentam resultados semelhantes, quando comparados com a radia-
cdo laser. Desta forma, estas fontes de radiacdo representam o Gold Standard, em PDT
utilizando PS derivados da protoporfirina.t%?’

Relativamente a utilizacdo da luz solar, foram realizados alguns estudos, aplicados
ao tratamento de queratose actinica.3? As principais vantagens apresentadas foram a di-
minuicdo da dor, uma vez que a fotoativacdo ocorre num periodo prolongado de tempo,
e o facto de a terapia ndo requerer equipamentos especializados para a emissao da radia-
cdo. Embora estes estudos ndo tenham incidido na terapéutica do cancro, poderdo ter

aplicacdes futuras nesta area.?

De forma a ocorrer um efeito terapéutico, o espetro da radiacdo utilizada devera
incluir luz de comprimentos de onda correspondentes aos maximos de excitacdo do PS
utilizado. Por exemplo, o PS PplIX tem duas bandas de absorcao intensas, com maximos
a 404-420 nm e a 635 nm, correspondendo a regides de comprimento de onda no azul e
vermelho do visivel, respetivamente. Quando maior o comprimento de onda utilizado,
maior serd o poder de penetracdo da radiacdo na pele. Assim sendo, apesar da radiacdo
azul penetrar na pele o suficiente para o tratamento de queratose actinica, a radiacao ver-
melha penetra mais profundamente, podendo ser eficaz para tratamento de lesdes mais

profundas, como as lesdes nas glandulas sebaceas.?’3
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Para lesdes ainda mais profundas € possivel a utilizacao de instrumentos auxilia-
res, como fibras e baldes, de forma a atingir o 6rgao pretendido. Deste modo, € possivel
implantar uma fonte de radiag¢do no interior de um tumor sélido. S&o exemplos desta tec-
nologia a utilizacéo de fibras e lasers para difundir radiacdo no interior da bexiga ou no

trato digestivo.?*?’

6. Utilizacdo clinica da terapia fotodinamica
6.1 Carcinoma baso-celular

O carcinoma baso-celular®” (basal cell cancer — BCC), ou basalioma®’, é o cancro
de pele mais comum em individuos de pele clara, sendo reportado um nimero crescente
de casos. Este tipo de cancro corresponde a 80% dos cancros de pele ndo-melanoma.
Muitas vezes é mal diagnosticado, pois apresenta uma cor palida e auséncia de sintomas,
podendo desenvolver-se lentamente, durante meses, ou mesmo anos. Contudo, as metas-
tases sdo extremamente raras (cerca de 0,0028 a 0,55%). No entanto, o crescimento ma-
ligno das células basais pode ser bastante invasivo, destruindo cartilagem e 0sso ou
mesmo atingindo estruturas vitais (como vasos sanguineos ou o sistema nervoso cen-
tl’a|).33’34'35'36

A terapia standard para o tratamento deste tipo de neoplasia é a excisdo cirur-
gica.>*%* A radioterapia é geralmente usada como alternativa, para situacdes inoperaveis
ou para quadros clinicos em que os resultados pos-operatérios seriam desfigurantes ou
afetariam a funcionalidade.®**® A MAL-PDT pode constituir uma opcéo terapéutica
quando o BCC é considerado de dificil tratamento, pela sua dimensao e localizacdo (pe-
riorificial, regido nasal, pavilhdo auricular) ou pelo potencial de desenvolver complica-
cOes cirurgicas (situacdes de terapéutica anticoagulante ou risco cardiovascular significa-
tivo).*®

O local mais afetado por BCC € a regido cutdnea cronicamente exposta ao sol,
como a cabeca e 0 pescoco, mas também é frequente a presenca de BCC no tronco. Para
além do tipo de pele e exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), outros fatores de risco
incluem imunossupresséo, exposicéo a radiacdo ionizante, exposicao a arsénio, cicatrizes
e fatores hereditarios.>3343°

Através de critérios clinicos e histoldgicos, podem-se distinguir subtipos de BCC

nodular (que corresponde a cerca de 50% das lesdes), subtipos de BCC infiltrativos (BCC
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esclerodermiforme e BCC micronodular), e o subtipo superficial multicéntrico (que re-
presenta cerca de 25% das les6es). Representando cerca de 1% dos BCCs estdo as vari-
antes de BCC pigmentado e as formas agressivas, ulcerativas e destrutivas.3**** Depen-
dendo da localizacdo e do padrdo de crescimento podem ser selecionados varios trata-

mentos.333

6.1.1. Prevaléncia

Séo diagnosticados anualmente cerca de 2 milhGes de tumores, sendo 0 BCC um
dos tumores malignos mais comuns nas pessoas de pele clara. E uma tipologia de tumor
cada vez mais presente em populacdes jovens (<40 anos), apesar de a média de idades de
diagndstico ser os 60 anos.33% Em Portugal, apesar de néo existir uma base de dados
estatistica, os niUmeros disponiveis permitem fazer uma estimativa de incidéncia de cerca

de 70 novos casos por ano, em 100 000 habitantes.*

6.1.2 Métodos de tratamento e resultados
A utilizacdo de PDT é geralmente recomendada como uma opgéo de tratamento
para BCC superficial e BCC nodular com espessura inferior a 2mm. Contudo, pode ser

aceitavel uma espessura de 2 a 3 mm, se a PDT for combinada com uma raspagem antes

do tratamento. A figura 6.1. ilustra a evolugdo do BCC ap0s tratamento com PDT %632

Figura 6.1. Evolucdo do BCC na axila antes (esquerda) e depois (direita) de tra-
tamento com PDT.*
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O tratamento fotodindmico é feito com ALA ou com o seu metil-ester, MAL, as-
sociado a radiagcdo de comprimentos de onda na zona espectral do vermelho. Um creme
a base de ALA/MAL ¢ aplicado topicamente na area do tumor e a zona tratada é tapada
durante trés horas. Durante este periodo, o PS é convertido em PpIX nas células tumorais.
Quando estimulado pela radiacdo vermelha, o PpIX forma ROS citotoxicas. Para o ade-

quado tratamento de BCC, a PDT deve ser repetida apos 1-4 semanas.33:343°

Num ensaio clinico de PDT, utilizando Photofrin® aplicado sistemicamente, que
envolveu 1440 casos de BCC superficial e nodular, obteve-se uma taxa de resposta de
92%, com uma taxa de recorréncia inferior a 10% nos primeiros 4 anos. Noutro ensaio
conduzido na mesma instituicdo, envolvendo 330 doentes com BCC, mas utilizando
ALA-PDT topicamente, foi também obtida uma taxa de resposta de 92% em casos de
BCC superficial. Contudo, a resposta foi de apenas 71%, numa amostra de 75 doentes de
com BCC nodular.?4333¢

Num ensaio comparativo entre a utilizacdo de MAL-PDT e a utilizac&o de criote-
rapia, foram obtidas taxas de resposta de 97% e 95%, e taxas de recorréncia ap0s 5 anos
de 22% e 20%, respetivamente. No mesmo estudo, os resultados cosméticos obtidos fo-
ram de 89% para a MAL-PDT e de apenas 50% para a crioterapia.?**?

Contudo, quando comparada com cirurgia, a PDT topica, com ALA ou com MAL,
apresenta uma maior taxa de recorréncia de BCC, tanto para o subtipo superficial como
para o subtipo nodular. Um ensaio aleatério de MAL-PDT vs. excisdo cirirgica em 196
doentes com BCC superficial, apresentou os resultados de 9,3% de taxa de recorréncia
para a PDT vs. 0% para a cirurgia. No entanto, os resultados cosméticos sdo de 94% para
aPDT e de 60% para a cirurgia. Resultados semelhantes foram obtidos em ALA-PDT vs.
cirurgia, em BCC nodular, com taxas de recorréncia de 14-30% e 5%, respetivamente. Os

resultados cosméticos sdo consistentemente mais favoraveis em PDT.%*

Um estudo retrospetivo publicado por Christensen,® efetuado em doentes com
BCC, utilizando ALA-PDT, mostrou remissao completa das lesdes em 81% dos casos,
68% com um Unico tratamento e 91% com duas sessdes.®

Num outro estudo também se comprovou que a ALA-PDT ndo é uma opcéo efi-
ciente para a forma nodular do BCC, apresentando resultados de recorréncia de 2,3% em

caso de cirurgia, comparativamente com 30,3% no caso da PDT.%®
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Relativamente 8 MAL-PDT, Soler e colaboradores® publicaram um estudo onde
foi aplicado MAL numa concentragcdo de 160mg/g, 3 horas antes de irradiagdo com uma
lampada de halogéneo, com uma taxa de fluéncia no intervalo 50-200 J/cm?. Ap6s o tra-
tamento, verificaram que 89% dos casos apresentavam uma remissdo completa. Os resul-
tados cosméticos foram considerados de bons a excelentes em 98% dos casos. %

Um outro estudo® revelou que a espessura da lesdo diminui a eficacia deste pro-
cedimento, estando o fendmeno relacionado com a capacidade de a radiacdo penetrar na
pele. Neste trabalho foi utilizada MAL-PDT e radiacdo na zona espectral do vermelho, a
633 nm, com uma taxa de fluéncia de 339 J/cm?®. Os resultados obtidos permitiram estra-
tificar a resposta da lesdo como: (i) completa, para uma espessura da leséo inferior a 1,3
mm; (i) parcial, para uma espessura entre 1,3 e 1,8 mm; (iii) auséncia de resposta, quando

a espessura excede 1,8 mm. 336

Para BCC superficial, os resultados com PDT s&o semelhantes aos da cirurgia ou
crioterapia, conduzindo a melhores resultados cosméticos.?”**** Contudo, para BCC no-
dular a PDT é menos eficaz.?’3?

A MAL-PDT é utilizada na Europa para o tratamento do BCC, mas o protocolo

ainda nao esta otimizado.?’

6.1.3. Limitacoes

A dor é um dos principais efeitos adversos em PDT, sendo um fator limitante nesta
terapia. A dor pode ser devida & combinacéo simultanea de calor e estimula¢do nervosa
intensa. Neste contexto, tem sido descrito que a terapia com MAL é menos dolorosa do
gue com ALA. A dor associada esta relacionada com a extensao da area de tratamento e
com a quantidade de terminagBes nervosas.3*

Outra limitacdo é a espessura tumoral, estando descrito que tumores com uma
espessura superior a 0,4 mm tém um maior risco de recorréncia. Por outro lado, A PDT
n&o é aconselhada em BCC nodular com uma profundidade superior a 2 mm.%*

A presenca de pigmentos é um fator limitante em BCC, uma vez que a radiacdo
também é absorvida pela melanina. Do mesmo modo, a existéncia de uma grande densi-

dade de colagénio e células no tecido conectivo limita a penetragdo do PS.%*
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6.2 Cancros da cabeca e pescoco

Este grupo de neoplasias tem geralmente inicio nas células escamosas das muco-
sas localizadas no interior da cabeca e pescoco. Inclui carcinomas na boca, faringe, la-
ringe, glandulas salivares e ouvido medio.3%4°

Cerca de 75% dos cancros da cabeca e pescoco estdo relacionados com o consumo
de alcool e tabaco, sendo este o principal fator de risco para o desenvolvimento desta
patologia. Outro fator de risco estd associado a infe¢do pelo HPV, particularmente no
caso dos cancros na orofaringe, nas amigdalas ou na lingua.*%4

Os sintomas desta patologia incluem o aparecimento de uma tumefacdo ou caroco
que ndo desaparece, irritacdo no local, dificuldade em engolir e alteragcdes na voz. S&o

sintomas ambiguos, o que torna o diagnostico dificil.*°

6.2.1. Prevaléncia

Mais de 90% destes tumores ocorre em pessoas de idade superior a 40 anos, sendo,
contudo, cada vez mais comum em camadas mais jovens. Um dos principais problemas
é o diagnostico tardio, o que acaba por comprometer o prognostico.**

O cancro da cabeca e do pescoco é relativamente comum. Apresenta cerca de me-
tade da incidéncia do cancro do pulmdo, mas € duas vezes mais comum que o cancro do
colo do Gtero. Em 2012 foram diagnosticados mais de 150 mil novos casos na Europa.*?

Jaem Portugal, os dados mais recentes (2012) relativos a incidéncia do carcinoma
da cabeca e pescoco apontam para 50 homens e 16 mulheres, em 100 mil habitantes, com

taxas de mortalidade a rondar os 19 e 3, em 100 mil habitantes, respetivamente.*?

6.2.2. Métodos de tratamento e resultados

A PDT tem sido utilizada com sucesso no tratamento de carcinomas na cavidade
oral, faringe e laringe, num estado inicial da doencga, preservando a funcdo normal do
tecido e as funcdes de fala, degluticdo e paladar.?*2” O protocolo terapéutico mais comum
envolve a administragcdo de 2mg/kg de Photofrin®, 48 horas antes da irradiagdo a 630nm.
As taxas de fluéncia utilizadas variam entre 50 e 75 J/cm?, para a cavidade oral, nasofa-

ringe e lesdes na pele, e sdo geralmente de 80 J/cm? para tumores na laringe.?*

Um estudo aleatorio comparando a Photofrin®-PDT com a quimioterapia (usando
os farmacos 5-FU e cisplatina) para o tratamento de carcinomas na nasofaringe, revelou

uma resposta mais eficaz utilizando PDT. Este estudo baseou-se numa amostra de 300
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doentes com varias lesGes, como carcinoma das células escamosas na cavidade oral, fa-
ringe ou laringe, sarcoma de Kaposi, melanoma e carcinoma das células escamosas na
area da cabeca e pescogo.?*

Dentro deste grupo, 133 doentes que apresentavam carcinomas na laringe foram
eficazmente tratados com PDT. Apds apenas uma sessdo, 0s doentes foram acompanha-
dos durante 96 meses, e a taxa de cura ao fim de 5 anos foi de 90%. Um segundo grupo
de 138 doentes com carcinoma das células escamosas, submetido ao mesmo tratamento,
apresentou resultados semelhantes. Neste grupo, verificou-se uma taxa de cura de 100%,

ao fim de 5 anos.?

Os PS de segunda geracao, como o ALA, mTHPC e o Foscan®, também tém sido
aplicados nos tumores da cabeca e pesco¢o. Um estudo importante incidiu na utilizacédo
de Foscan®-PDT para o tratamento de estados avancado da doenca. No ambito deste
estudo, 128 doentes com cancros da cabeca e pesco¢o foram tratados com uma Unica
sessdo de PDT. Os doentes selecionados para este estudo ndo haviam obtido resultados
favoraveis na sequéncia da administracdo de terapéuticas convencionais, ou a sua condi-
cdo fisica ndo era adequada para propiciar tais tratamentos. O método utilizado consistiu
na fotossensibilizacdo, 96 h ap6s a administracdo de Foscan®. Verificou-se eliminagédo
total da massa tumoral em 43% das lesdes e nos restantes casos houve uma reducdo da
massa tumoral em pelo menos 50%. Um outro estudo, feito em condi¢des semelhantes
mas usando ALA, revelou resultados de eficécia inferiores aos observados com Fos-
can®.%

Para neoplasias na laringe (cordas vocais), em fase inicial, a Photofrin®-PDT ¢
eficaz em cerca de 91% dos casos, podendo a eficacia atingir os 100% ap0s o tratamento
das recorréncias. Adicionalmente, a PDT é uma estratégia muito menos mutilante do que

a laringectomia.?’

Um outro estudo centrou-se no tratamento de 137 doentes com cancro da nasofa-
ringe, usando como protocolo terapéutico a administracdo de HpD numa dose de 3-5
mg/kg, 48 e 72 horas antes da irradiacdo com laser de argon (488 e 514,5 nm) ou laser de
corante (630 nm). Os resultados mostraram uma resposta marcada, em cerca de 90% dos

casos.3°
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Em 1996, Kulapaditharom reportou resultados de um estudo envolvendo 5 doen-
tes com cancro da nasofaringe recorrente ou residual, tratados com PDT. Trés destes pa-
cientes apresentavam o tumor na fase T1, sem metastase distante, os outros dois na fase
T3 sem metéstase. Foi utilizada Hematoporfirina numa dose de 3 mg/kg, seguida de irra-
diaco a 630 nm, com uma taxa de fluéncia entre 50 e 100 J/cm?. Os doentes com tumor
na fase T1 obtiveram uma resposta completa ao tratamento enquanto que os em fase T3

apresentaram uma resposta parcial.*°

6.2.3. Limitacoes

Os efeitos adversos descritos para este tratamento incluem edema, dor e fotossen-
sibilidade. Estes efeitos podem conduzir a cessa¢do do tratamento. Outros efeitos descri-
tos incluem dores de cabeca fortes, que podem permanecer entre 3 e 8 meses, e efusdo no

ouvido médio.*

6.3. Cancro do pulmao

A acumulacdo de modificacdes genéticas nas células do pulméo pode conduzir a
irregularidades como potencial metastatico, invasdo de tecidos e crescimento descontro-
lado. S&o varios os sintomas, que se podem confundir com sintomas de outras doencas
respiratdrias, como tosse excessiva, dores no peito, desconforto e perda de peso. Por ve-
zes, uma situagio metastatica pode ser assintomatica.**

Existem dois tipos de cancro do pulmé&o: o carcinoma de células pequenas do pul-
mao (small cell lung cancer - SCLC) e o carcinoma de células ndo pequenas do pulméao
(non-small cell lung cancer - NSCLC). O primeiro € caracterizado por um crescimento
tumoral muito rapido e é uma doenca mais homogénea, com predisposicdo para se me-
tastizar. O progndstico raramente é favoravel.*

Cerca de 70-80% dos doentes de cancro de pulméo apresenta o tipo NSCLC.
Quando ndo existem metastases, a cirurgia € o tratamento de primeira linha. Apesar dos
progressos na investigacdo deste tipo de carcinomas, a taxa de sobrevivéncia é inferior a
cinco anos apo6s o diagnostico, em 15% dos doentes. Podem ser utilizadas novas terapias,
como a PDT, de forma a melhorar o progndstico e a taxa de sobrevivéncia.** A utilizacéo
de PDT para o cancro do pulmao é particularmente util em estagios avancados da doenca,
como tratamento paliativo, e em fases iniciais, em doentes que ndo tém condic¢des para

serem submetidos a cirurgia.?*
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6.3.1. Prevaléncia

O cancro do pulméo é uma das principais causas de morte por cancro no mundo,
e mais de 50% das mortes resultantes do cancro do pulmé&o ocorrem numa populagdo néo
fumadora.* Em 2008 foram registados 1,61 milhdes de novos casos de cancro do pulmao,
e nesse mesmo periodo morreram cerca de 1,38 milhdes de doentes devido a esta patolo-
gia. Relativamente a distribuicdo por género, tem-se verificado uma diminuigdo na inci-
déncia de cancro de pulm&o no homem, registando-se, contudo, um aumento de casos na
mulher.*

Em Portugal, esta é a 42 principal causa de cancro, sendo ultrapassado pelos can-
cros da mama, prostata e colo-retal. Em 2001 foram registados pelo Registo Oncolégico
Nacional 28,1 casos por cada 100 000 habitantes. Em Portugal, este € o tipo de cancro

com a maior taxa de mortalidade.*®

6.3.2. Métodos de tratamento e resultados

O tratamento com Photofrin® administrado sistemicamente, seguido de irradiagéo
distribuida através de um broncoscopio, tem mostrado eficacia no tratamento do carci-
noma das células escamosas. A aplicacdo no tratamento do mesotelioma na cavidade to-
racica revelou resultados promissores. Neste caso, o espaco interpleural é preenchido com
um fluido transluzente que distribui a radiacdo para todos os tecidos afetados nesta area.
E um tratamento eficaz para formas de cancro que ndo poderiam ser tratadas usando ou-

tras abordagens terapéuticas.?’

A PDT ja foi usada em doentes numa fase inicial de cancro do pulméao, para situ-
acOes em que a cirurgia ndo é possivel. Num estudo de fase Il, 54 doentes com 64 lesdes
tumorais foram submetidos a um tratamento de Photofrin®-PDT, obtendo-se uma res-
posta correspondente a eliminacdo total do tumor em 85% dos casos e uma taxa de insu-
cesso de apenas 6,5%, num periodo de seguimento de 20 meses. Outros estudos suportam
estes resultados, com uma média de respostas correspondente a eliminag&o total do tumor
em 73% dos casos, numa amostra constituida por 359 doentes.?*

Para o cancro do pulmao ndo detetavel através de radiografia, os resultados sao
igualmente satisfatorios, existindo um estudo que conduziu a uma taxa de resposta cor-
respondente a eliminacéo total do tumor em 94% dos casos, e controlo local de 80%, num

periodo de 5 anos.?*
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Um outro estudo incidiu na utilizacdo de PDT em 133 doentes que apresentavam
NSCLC (89 casos), lesbes metastaticas nas vias aéreas (31 casos), carcinoma de células
pequenas do pulmao (4 casos), tumores benignos (7 casos), e outros dois casos com outras
condicdes pulmonares. A maioria dos doentes foi submetida a 2 tratamentos, durante um
internamento de 3 dias, e regressaram 2 semanas mais tarde para outras duas sessoes de
PDT. Os autores deste estudo concluiram que a PDT pode ser utilizada de forma segura
e efetiva neste tipo de patologias, com melhorias consideraveis para os doentes.?

O mesotelioma pleural maligno (MPM) é um cancro da pleura que, como no
NSCLC, tem uma distribuicdo pela pleura, e que atualmente ndo tem opc¢oes de trata-
mento curativas. Num estudo de fase 11, utilizando Photofrin®-PDT apds pneumectomia
extrapleural, doentes com MPM em estagio | e Il apresentaram uma média de sobrevi-
véncia de 36 meses, com uma taxa de sobrevivéncia aos 2 anos de 61%, enquanto que em
doentes nos estagios Il e IV observou-se uma média de sobrevivéncia de 10 meses. Am-
bos os resultados representam melhorias significativas, quando comparados com a cirur-

gia, isoladamente.?

Relativamente ao NSCLC, sdo poucos 0s estudos e ensaios clinicos realizados de
forma a poderem ser tiradas conclusdes relativamente a seguranca e eficacia da PDT nes-
tas situaces.?* Num estudo pré-clinico, encontrou-se uma terapéutica para 0 NSCLC dis-
seminado em ratinhos, onde a PDT é administrada por difusdo de luz através da cavidade

toracica para tratar varios nddulos tumorais espalhados.?’

6.3.3. Limitacoes
Apesar de ja se ter estabelecido que a PDT ¢, de uma forma geral, uma boa estra-
tégia na terapéutica anti-tumoral, ainda ndo foram desenhados PS especificos para o tra-

tamento do cancro do pulmédo.*

Para além das situacGes apresentadas, existem muitos outros estudos e ensaios
relativos & aplicacdo de PDT no tratamento de outras neoplasias, como por exemplo car-
cinomas cerebrais, do trato digestivo e do sistema génito-urinario, demonstrando que a

PDT é uma area com muito potencial na terapéutica antineoplasica.
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7. Outras aplicacdes clinicas para a terapia fotodinamica

Para além das suas multiplas aplica¢des do tratamento antineoplasico, a PDT pode
ser utilizada para outros fins, de entre os quais se destaca a detecdo e o diagndstico de
tumores, o tratamento de determinadas afeces cuténeas e o tratamento de infe¢cGes mi-

crobianas. Nesta seccdo sera feita uma breve exposicao sobre estas aplicacdes da PDT.

7.1. Aplicagéo da terapia fotodindmica em paliagio

Os cuidados paliativos assumem um impacto crescente na sociedade, pois repre-
sentam a assuncao pelos estados do compromisso de melhorar a qualidade de vida dos
doentes que enfrentam uma doenca grave, com prognostico limitado ou mesmo incuravel.
Esta paliacdo é feita através da prevencdo e alivio de sofrimento, tanto a nivel fisico como
ao nivel psicoldgico, facilitando a vivéncia do doente e do meio familiar que o envolve e
mitigando assim os efeitos das doengas graves na sociedade.*®

Considerando algumas das carateristicas vantajosas associadas a PDT, como a se-
letividade e a capacidade para induzir necrose em tecidos neoplésicos, esta terapéutica
tem sido utilizada como uma medida paliativa no colangiocarcinoma nao operavel, em
conjugacdo com a utilizacdo de um stent biliar (instrumento que desobstrui e facilita a
drenagem biliar). A conjugagéo da PDT com a utilizagdo do stent melhora bastante a
qualidade de vida, refletindo-se na drenagem biliar e no tempo de sobrevivéncia de do-

entes com colangiocarcinoma em estado avangado.*’

7.2. Aplicagéo da terapia fotodindmica em patologias resultantes de infegdes micro-
bianas

A PDT foi descrita como agente antimicrobiano ha mais de 100 anos, quando se
observou, in vitro, a morte de microrganismos, na sequéncia de exposi¢do a um PS ino-
fensivo e posterior irradiagdo com luz na zona espectral do visivel. Pensa-se que 0 meca-
nismo de acdo é semelhante ao descrito para o tratamento de neoplasias, ou seja, ocorre
a excitacdo do PS para o estado tripleto que, na presenga de oxigénio, da origem a ROS.
Estes, por sua vez, irdo interferir com biomoléculas em todas as espécies de microrganis-
mos conhecidas, como bactérias, virus, leveduras e outros parasitas, inativando-as e com-
prometendo a proliferagdo, ou mesmo a sobrevivéncia, dos organismos unicelulares.*849

O interesse na aplicagdo da PDT a patologias provocadas por infegdes microbia-
nas tem aumentado nos Ultimos tempos, devido a crescente selecdo de resisténcias aos

farmacos em uso, por exemplo aos antibidticos, por parte dos agentes patogénicos. Nesta
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area, o foco da investigacao esta concentrado na formulacdo de um PS cujas propriedades
moleculares tenham a capacidade de serem seletivos apenas para as células microbianas,
com efeitos minimos nas células do hospedeiro, controlando deste modo a toxicidade.*84°

Os PS utilizados para este fim tém geralmente a possibilidade de protonar, for-
mando um centro carregado positivamente, ou exibem ja uma carga positiva, normal-
mente conferida por um grupo amina basico com um pKa que permita que a molécula
protone aos valores de pH bacterianos, ou por atomos de azoto ja quaternizados por al-
quilacdo de aminas terciarias. Alguns dos PS patenteados ligam-se a conjugados molecu-
lares presentes na superficie dos microrganismos, exercendo a sua funcéo fotodestruidora
apos irradiacdo. Os testes envolvendo PS e radiacdo que tém sido realizados mostraram-
se eficazes no tratamento de estirpes multirresistentes de espécies bacterianas com ele-
vado poder infetante, como S. aureus, P. aeruginosa e E. Coli. Os testes foram realizados
num ambiente semelhante as condicGes fisioldgicas, onde sangue, soro e outros fluidos

corporais estdo presentes.*®

7.3. Aplicacdo da terapia fotodinamica no tratamento de acne e rosacea

A acne é uma das principais doencas dermatoldgicas e tem como principal causa
a obstrucdo das glandulas sebaceas, levando a proliferacdo de bactérias, como por exem-
plo Propionibacterium acnes. P. acnes produz porfirinas naturalmente (como a PplX), o
que faz com que a irradiacdo por si s6 tenha um efeito terapéutico. Para além disso, apds
administracdo topica de ALA ou MAL, estes PS sdo preferencialmente absorvidos pelas
unidades pilossebaceas.

A ALA-PDT e a MAL-PDT séo utilizadas como tratamentos off-label para a acne.
O objetivo, neste caso, € a acumulacdo do PS na glandula sebacea, de forma a diminuir a
inflamacédo e promover a destruicdo da mesma, apds a fase de irradiacdo. Uma das prin-
cipais terapéuticas instituidas consiste na aplicacdo topica de MAL, com um periodo de
incubacéo de cerca de 180 minutos, para maximizar a producdo de PpIX nas glandulas
sebéceas, seguindo-se a irradiacdo com luz cujo comprimento de onda se situe na zona
espectral do vermelho. A figura 7.1. ilustra os resultados obtidos apds aplicacdo de MAL-
PDT.%?
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Figura 7.1. Melhorias visiveis numa mulher de 27 anos com papulas inflamatorias
na cara: antes do tratamento (A) e trés meses apds tratamento com MAL-PDT e irradiacdo
no espetro do vermelho (B).*

A rosacea, apesar de apresentar um aspeto semelhante a acne, tem uma fisiopato-
logia diferente. O tratamento com MAL-PDT e subsequente irradiacdo com luz cujo com-
primento de onda se situe na zona espectral do vermelho conduz a resultados melhorados
relativamente a aparéncia da rosacea, principalmente em lesdes papulares. Contudo, ao
contrario da acne, os resultados curativos da utilizacdo desta terapéutica na rosacea reve-

laram-se inconclusivos.®?

7.4. Aplicacdo da terapia fotodindmica no diagndstico (photodynamic diagnosis —
PDD)

Quando administrado, o0 ALA é incorporado pelas células e é convertido em PplX.
Este, por sua vez, quando excitado por luz de comprimento de onda na zona espectral do
azul (375-475 nm), emite fluorescéncia vermelha (figura 7.2). Esta propriedade pode ser
utilizada para identificar com precisao células neoplasicas. Esta é uma aplicacdo relativa-
mente recente e tem como base a acumulac&o especifica do 5-ALA em células tumorais.>!
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Figura 7.2. Comparacéo de ALA-PDD com métodos convencionais no diagnos-
tico de metastases de cancro gastrico. O nédulo branco aparentemente inespecifico (es-
querda) fluoresce a vermelho quando induzido pelo ALA (direita, seta).>!

Os sistemas de imagiologia através de PDD existentes estdo preparados para a
detecdo de lesdes malignas no cérebro, pulmdes e esdfago. A utilizacdo de ALA permite
a detecdo do tumor com eficécia e seguranca, uma vez que ALA é um substrato seguro
para uma série de cancros e apresenta um baixo risco de efeitos adversos.®!

As metéstases peritoneais sdo a principal forma de metéstases distantes de um
cancro gastrico principal. A utilizacdo de ALA-PDD é uma forma segura e eficaz de di-
agnosticar as metastases peritoneais, através de laparascopia.>* Em dermatologia, a
mesma técnica pode ser utilizada para a detecdo de BCC. Se a detecdo e eliminacdo de
lesBes pré-malignas for feita 0 mais cedo possivel, podera ser evitado o desenvolvimento

de tumores cutaneos.>®

8. Concluséao

Apesar de a utilizacdo de PDT j4 ter sido descrita no inicio do século XX, a sua
entrada na pratica clinica tem sido relativamente lenta. Mesmo quando € utilizada, surge
como uma alternativa, um tratamento paliativo ou é usada num ensaio clinico. Isto deve-
se a dificuldades na utilizacdo das tecnologias que a terapéutica envolve, como lasers e
aplicadores, assim como nos calculos necessarios para a dosimetria.?#?° Qutra limitag&o
para a utilizacdo mais frequente da PDT é a escassez de ensaios clinicos de fase 111, que

poderiam potencialmente demonstrar a superioridade desta terapéutica, relativamente a
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outras. Os efeitos prolongados de fotossensibilidade resultantes dos PS de primeira gera-
¢do também contribuiram, limitando o uso destes fa&rmacos a cenarios paliativos. Con-
tudo, uma melhor compreenséo e controlo da dosimetria, LEDs e de outras tecnologias
laser com interfaces simplificadas, associados ao desenvolvimento de novos PSs que
garantam uma menor duracdo de efeitos adversos e a novos estudos mecanisticos, que
confiram fiabilidade e reprodutibilidade aos tratamentos, contribuirdo para que o poten-
cial da PDT possa ter aproveitamento global na comunidade oncoldgica.* Foram desen-
volvidos PSs de 3?2 geracdo, em formulagdes utilizando nanoparticulas biocompativeis,
tanto organicas como inorganicas, assim como novos transportadores para os PSs. Para
além disso, as modificac6es que envolvem a associa¢do de ligandos com alvos especificos
podem aumentar ainda mais a seletividade, promovendo a acumulagdo dos PSs no tecido

desejado.?>36:%0

No futuro, é esperado um grande avanco do conhecimento no campo da resposta
imune anti-tumoral resultante da PDT. Isto deve-se ao esfor¢o de varias equipas de inves-
tigacdo na area da imunologia tumoral, no sentido de elucidar as diferentes vias que 0s
tumores usam para “fugir” a resposta imune, assim como as formas de ultrapassar estas
dificuldades.>! Existe também a necessidade de desenvolver dispositivos orientados para
a PDT que sejam mais compactos e acessiveis, incluindo lasers dedicados, fontes de ra-
diacdo e dispensadores de radiacdo, que sejam precisos e simples de usar, assim como
instrumentos para uma administracio alternativa em PDT.2%%

Seria interessante explorar a PDT ndo s6 como uma modalidade de monoterapia,
mas também em combinacgdo com outras terapéuticas, como a cirurgia, radioterapia, imu-
noterapia e quimioterapia.?®>> Por exemplo, foram observadas, em determinadas circuns-
tancias, sinergias resultantes da utilizacdo de PDT e quimioterapia.>

Uma perspetiva futura é a utilizacdo da luz solar como fonte de radiagdo (daylight
photodynamic therapy — DL-PDT). Este tratamento ja foi testado em doentes com BCC,
que receberam dois tratamentos com uma semana de intervalo, atingido 90% de resposta
clinica completa ao fim de trés meses. Contudo, 6 dos 21 doentes apresentavam recorrén-

cias ao fim de 12 meses.38
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Em concluséo, a PDT € uma estratégia anti-tumoral considerada promissora. Con-
tudo, o seu verdadeiro potencial ainda né&o foi descoberto, antevendo-se, contudo, a pos-
sibilidade de um grande leque de aplicagdes, “standalone” ou em combinag¢des com ou-
tras terapéuticas.?*?° Varios estudos demonstraram que a PDT tem a capacidade de eli-
minar tumores de uma forma direta ou indireta, pela estimulacdo da resposta imunitaria.
As vantagens da PDT sobre terapéuticas convencionais, como a cirurgia, a quimioterapia
e a radioterapia, séo a reducdo do tempo de morbilidade a longo prazo e o facto de esta
terapia ndo comprometer a utilizacdo futura de outras terapéuticas, para o tratamento de
recorréncias ou eliminagio residual de tecidos neoplasticos.?*

Devido a inexisténcia de mecanismos naturais para a eliminagao de oxigénio sin-
gleto e ao facto do mecanismo de mutagdes que conferem resisténcia a radioterapia e a
quimioterapia ndo afetarem a eficacia anti-tumoral da PDT, pode proceder-se a utilizacdo
repetida desta estratégia terapéutica sem comprometer os seus resultados. A maioria dos
tratamentos convencionais para o tratamento de neoplasias tem o risco de conduzir a imu-
nossupressdo. Contrariamente, a PDT tem a capacidade de induzir a resposta imunitaria
com excelente atividade anti-tumoral e de forma a que ocorra uma destruicdo efetiva de

metastases.?*

A interdisciplinaridade da PDT inspira especialistas nos ramos da fisica, quimica,
biologia e medicina, que trabalham em parceria no desenvolvimento de novas aplicactes
da PDT. O ambito apenas sera limitado pela imaginacdo dos membros destas equipas

multidisciplinares.?
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