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1. ADENOCARCINOMA COLO-RECTAL

O cancro € uma doenca que se caracteriza peloimesgo e divisdo de uma
populacdo celular que ocorre sem respeitar ose@miormais impostos pelo tecido
envolvente. As células tumorais podem espalharasa putras partes do organismo
através da corrente sanguinea e linfatica formamolas colénias, num processo
designado por metastizacao.

Esta doenca pode iniciar-se praticamente em quakggelo do corpo humano.
Deste ponto de vista, existem numerosos tiposetifes de cancro, sendo os mais
comuns, no sexo masculino, pulmao, prostata e aderinooma colo-rectal, e, nas
mulheres, pulméo, mama e adenocarcinoma colo-fgletdbs relativos a populacéo dos
EUA, em 2008) (Edwardst al., 2010). Em Portugal as estatisticas nacionais mai
recentes apontam cancro do colon e recto comoipaincausa de morte oncoldgica (10
pessoas por dia, de acordo com os dados de 200bg cepresenta uma fatia de 14%
do total das mortes por cancro (Fontelonga e Davio@9).

O risco de desenvolver cancro colo-rectal nos [BstadJnidos é de
aproximadamente seis pessoas em cem. E um tipamoc relativamente pouco
comum antes dos 50 anos, podendo no entanto o@mrequalquer idade. A taxa de
incidéncia aumenta substancialmente a partir déasd&écada de vida (Kufet al.,
2003).

Aproximadamente 95% dos tumores colo-rectais matiggfio adenocarcinomas. E
aceite que a maioria dos adenocarcinomas do imbedgriva de adenomas, formados
como consequéncia de alteracdes epiteliais. Afoanacdo maligna demora varios

anos e resulta da acumulacdo de numerosas altergedéticas (Kufet al., 2003).
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O adenocarcinoma colo-rectal caracteriza-se por usea patologia genética
multistep cujo desenvolvimento é influenciado por diversoddres ambientais como a
dieta, o estilo de vida e outros factores nao gayge{Arnoldet al., 2005). Também o
tabaco constitui um factor etiologico de relevotagsmtologia (de la Chapelle, 2004).
Assim, alteracfes na dieta e no estilo de vida pdod@judar na prevencdo desta
patologia, para além de que pode trazer outrosficesse para a saude (Kuf al.,
2003).

O prognéstico do cancro colo-rectal esta relacionamm o estadio da doenca no
momento de diagnodstico. Tém sido usadas variasifitagdes para caracterizar o
adenocarcinoma colo-rectal (Kuée al., 2003). De acordo com o grau de invasao ou
metastizacdo, o desenvolvimento deste carcinonzcteaiza-se por uma sequéncia de
fases que vao do estadio | (TINOMO), quando o tuesbd confinado a parede do
intestino, ao estadio IV, quando existem metastaskstancia (Watson, 2006).

O adenocarcinoma colo-rectal pode aparecer de fesparadica, hereditaria ou
familiar. Na forma esporadica ndo se verifica quafqpredisposicdo familiar ou
hereditaria. Tem cerca de 70% de incidéncia e @iooem individuos com mais de 50
anos, surgindo provavelmente como consequénciadiorfidade e também de factores
ambientais. Esta forma da patologia pode result@radtivacdo mutacional de
oncogenes, da inactivacdo de genes supressoresatsjmie mutacfes somaticas em
pelo menos quatro ou cinco genes de uma célula ddoacumulacdo de mdultiplas
mutacfes genéticas que determinam o comportaméoltagico do tumor (Calvert e
Frutch, 2002).

O adenocarcinoma colo-rectal familiar desenvolverggto frequentemente para
ser considerado esporadico mas ndo de uma formgstamte como uma sindroma

hereditaria familiar comum. Mais de 25% dos casesadenocarcinoma colo-rectal
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identificam-se como pertencentes a esta categestando associados na maioria das
vezes, a uma mutacdo no gene AR@efomatous polyposis coli) localizado no
cromossoma 5 (Calvert e Frutch, 2002). A caraceéia genética € fundamental para a
despistagem da predisposicéo para esta patolagen @omo para a compreensao do
seu desencadear e desenvolvimento (de la Chap@ld). Alguns estudos demonstram
gque NUMerosos erros que ocorrem nas vias que @nteoapoptose acontecem durante
o desenvolvimento do adenocarcinoma colo-rectahsEanomalias induzem mutagdes
que tornam as células significativamente resisteatanorte por apoptose (Watson,
2006).

Menos de 10% dos doentes possuem uma predispdsigéditaria para este tipo de
tumor. As sindromas hereditarias incluem situagiesque os polipos colicos podem
ou ndo ser a manifestacadmjor. As sindromas com polipose estdo subdivididas em
polipose adenomatosa familiar e em polipose hamatimsas. As sindromas sem
polipose predominante incluem o carcinoma coloatdwreditario sem polipos também
designado como sindroma de Lynch | e o carcinonsirdiroma familiar ou sindroma
de Lynch Il. Cada uma destas sindromas resultaudac@es especificas ocorridas na
linha germinativa, geralmente nos genes MMisihatch repair), mais especificamente
hMLH1 (human MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2) ou hMSH2
(human mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposistype 1) (Calvert e Frutch, 2002).

A alteracdo carcinogénica das células esti assoéiatdjuisicdo de autonomia, de
crescimento descontrolado e de insensibilidade raissiinibitorios, adquirindo
capacidade de replicacao ilimitada. Para além d&socélulas tumorais produzem
factores angiogénicos que estimulam a formacaoodesnvasos que, para além de
nutrir e oxigenar o tumor, contribuem para os pssoe de disseminacao e

metastizacdo. As células tumorais escapam assimme@csnismos naturais de controlo,
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0s quais, em condi¢des normais, conduziriam a nuarteélula (Hanahan e Weinberg,
2000; Yu e Zhang, 2004).

Véarios autores defendem que o desenvolvimento tainmorre de uma forma
gradual, com a progressiva acumulacao de alteragémsticas e epigenéticas. Neste
processo, prevalecem as células com vantagem Boiroento e/ou na sobrevivéncia,
dando origem a sucessiva expansao clonal da p@uulde células tumorais. Sao os
efeitos acumulados e combinados destas alteracbeslayam a uma completa
conversao tumorigénica (Axelsenal., 2005).

Para o sucesso do tratamento do cancro € essqueial diagnostico seja precoce,
pois, caso exista evolucdo do processo de metgdbtiza doenca torna-se fatal. As
terapéuticas convencionais, como a cirurgia, ratagia e quimioterapia séo eficazes
mas falta-lhes a selectividade necessaria paraudeas células tumorais espalhadas
pelo organismo, para além do tumor primario. Taatoquimioterapia como a
radioterapia tém consequéncias ao nivel do organismao apenas no tecido tumoral,
e por isso tém efeitos secundarios relevantes ausam elevado mal-estar aos doentes.
O desenvolvimento de novos protocolos de tratamegie envolvam uma
discriminacdo entre as células malignas e 0s teciwmais € muito importante.
Algumas terapéuticas recentes sao a inibicdo dagénese, a terapia génica, a terapia

fotodinamica e outras terapias direccionadas.
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2. TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinamica (PDT, do ingl@hotodynamic Therapy) € uma modalidade
terapéutica prometedora, minimamente invasiva, apesar de ter sido proposta para
uso em oncologia ha cerca de 25 anos apenas nexgrite comecou a ser utilizada
clinicamente (Agostinist al., 2004; Browret al., 2004; Yslast al., 2007).

A primeira aplicacéo clinica da PDT foi descrita pon Tappeiner e Jesionek em
1903, que consistiu na aplicacdo de eosina segleédduminacdo em doentes com
basalioma. No entanto, passaram mais 70 anos ata gassibilidade de tratamento de
patologias cancerosas com a PDT fosse reconhéaigagcheijret al., 2006).

Em 1975, Doughertgt al. publicaram um estudo que mostrava que a adnagasir
de derivados da hematoporfirina (HpD), seguiddudrinacdo com luz vermelha, podia
eliminar o crescimento tumoral em mamas de rate$$cheijnet al., 2006). Em 1976,
ocorreu outro desenvolvimento importante para &bhiés da PDT. Um urologista
investigou o efeito da PDT em tumores da bexig&raahstrou que células tumorais
humanas transplantadas para ratinhos podiam sé&wuides recorrendo a PDT. No
entanto, células normais ou células musculares |gafriam danos minimos ou
inexistentes. Foi a partir do entusiasmo dos radali destes estudos animais que se
fizeram os primeiros ensaios em doentes em queEraséuticas convencionais falharam

(Mitton e Ackroyd 2008).
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Tabela I: Fotossensibilizadores aprovados

Temoporfin

clorina

Cancros da Cabega e
Pescogo

Photofrin, Derivado da Displasia de Barrett Canada, EUA, UE
Porfime hematoporfirina
So;i:xm r Poli—henfatrogi)rfi’rina Cancro endobrénquico Alemanha, Canada, Djnamarca, EQA, Finldndia, Franca,
Holanda, Irlanda, Japdo, Reino Unido
Cancro do Esé6fago Canada, Dinamarca, EUA, Finlandia, Franga, Holanda,
Irlanda, Japédo, Reino Unido
Cancros Gastricos, Japéo
Displasia e Cancro do
Colo do Utero
Cancro da Bexiga Canada
Foscan, Meso-tetrahidroxienil Cuidados Paliativos de Islandia, Noruega, UE

de aluminio

Pescogo

Levulan Acido aminolevulinico Queratose Actinica EUA, UE

Metvix Acido Basalioma Australia, UE
metilaminoevulinico

Hexvix Acido Cancros da Bexiga EU
Hexilaminolevulinico

Laserphin Mono-L-Aspartil- Cancro do Pulmao Japdo

Talaporfin Clorina e6

Sodium

Verteporfin, Derivado mono-acido Basalioma

Vysudine da benzoporfirina

Photosense Ftalocianina sulfonada Cancro da Cabega e Russia

Os primeiros ensaios clinicos foram realizados &tpD para tratar pacientes com
tumores da pele e cancro da bexiga. Depois destados de sucesso, iniciaram-se
NnuUMerosos ensaios clinicos que envolveram varjpss tide cancro e substancias
fotossensibilizadoras (Triesschegral., 2006).

Em 1993, a PDT baseada em HpD foi aprovada peleepa vez, no Canada, para
o tratamento de cancro da bexiga, tendo sido posternte aprovada também nos
EUA e na Europa. Hoje, existem ja diversos fotosibdizadores (FS) aprovados em
varios paises para diferentes tipos de cancro leéianpara varias doencas nao malignas

(Plaetzeet al., 2009), que estdo sistematizados na tabela .
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2.1. REACCAO FOTODINAMICA

A PDT baseia-se na administracdo de uma substéotossensibilizadora seguida
de iluminagéo local do tumor com luz de comprimetgconda apropriado para activar
o farmaco. A activacao do farmaco por absorcaaideniduz a passagem da molécula
de um estado fundamentdlFg) para um estado excitadtP$). Neste estado a
molécula pode reverter ao estado fundamental coiss@mde luz por fluorescéncia e,
neste caso, ndo existe efeito fotodinamico, ouassyr caracteristicas apropriadas,
passar, por cruzamento interssistema, a um estagtado tripleto {FS) em que a
molécula é capaz de reagir com o oxigénio molecotaginando oxigénio singleto
(Hopper, 2000; Ortedt al., 2009; Triesscheijet al., 2006), como mostra o esquema da
figura 1. Os fotossensibilizadores assim activa@os, presenca de oxigénio, podem
induzir alteracbes nas moléculas vizinhas por dwas designadas reaccao
fotodinamica do tipo | e reaccao fotodinamica go til (Plaetzeet al., 2009).

A molécula fotossensibilizadora excitadaF$) pode reagir com substratos
intracelulares formando radicais livres que por s@a reagem com O Oxigénio
formando espécies reactivas de oxigénio (ROS) quuzem a morte celular
(Triesscheijnet al. 2006; Hopper 2000; Ortet al. 2009). Nesta reaccao, designada do
tipo I, ocorre transferéncia de electrées ou pfigra moléculas celulares de modo a
formar radicais anido (substracjoou catido (substract), respectivamente. Estes
radicais, por sua vez, podem reagir com o oxigédaimando ROS. Esta reaccao
frequentemente resulta na formacgéo de anifes suger@D,) por transferéncia de um
electrdo do FS para o oxigénio molecular. Os anides superdxidn, sstemas
bioldgicos, reagem com a agua de forma a prodeisqido de hidrogénio (#D.). O

peroxido de hidrogénio pode passar através das raeaw celulares, e deste modo
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pode provocar danos que nao sdo confinados a urpatbmento e, por este motivo,
sdo muito relevantes. Em concentracdes mais elsvadmiao superoxido ¢ pode
formar radicais hidroxilo (OH, altamente reactivos que atacam e oxidam qualquer
molécula biolégica. Na presenca de ides metaliamsoco cobre ou o ferro podem
também ser produzidos radicais hidroxilo pela ré@aate Fenton (Plaetzeral., 2009;
Ortel et al., 2009) .

A transferéncia de energia (néo electrdes) paragenio molecular, designada tipo
I, produz oxigénio singleto, uma espécie altameagetiva {0,) e que é a principal
ROS implicada no processo foto-oxidativo da PDT ey, 2000; Orteét al., 2009;

Triesscheijret al., 2006).

hv

v
E@D"

Figura 1: Esquema simplificado da reaccéo de fotosssibilizacdo da PDT.O
fotossensibilizador no estado fundamental (1) alestuz (v) e entra no primeiro
estado excitado singleto (2). Esta espécie de it pode libertar energia na
forma de luz fluorescente ou na forma de energavional (3) quando o
fotossensibilizador volta ao estado basal. O fetesibilizador no estado excitado
singleto também pode passar ao estado excitadetdripd). O estado excitado
tripleto do fotossensibilizador pode transferirrgjige (5) para o oxigénio molecular
formando oxigénio singleto (6). Retirado de Oetedl., 2009.
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Estas reaccoes (tipo | e Il), que estédo todas septadas no esquema da figura 2,
ocorrem em paralelo e a sua extensédo dependetdeefacomo o fotossensibilizador e
a concentracdo de oxigénio na célula. Para a npaide dos fotossensibilizadores a
reaccao do tipo Il € dominante (Oréekl., 2009).

Durante todo este processo, a substancia fotobfiemaglora regenera-se podendo
funcionar de forma catalitica, ou seja, podem proeie varios ciclos de formacao de
oxigénio singleto por cada molécula de sensibibzg8rownet al. 2004). A formacéao
de oxigénio singleto através activagdo do farmasla fuz apenas junto aos alvos de
tratamento minimiza os efeitos secundéarios dos d&a® sistémicos comuns, assim

como da radiacao ionizante utilizada em radioter@iménez-Banzet al., 2008).

Reacgbes Fotodinamicas Primarias

icas Secundarias

Reacgdes Fotodina
*FS +FS o FSY +FS™
TipoI < °FS’ + Substrato - Substrato* +FS™ 0; +0; Offf - H,0,
{FS" +0,  FS+0; a 05 +H,0,0 HIPF T~ °0; +OH - +OH ™
O;" +Fe(l11)0 BT - °0; +Fe(ll)
TipoII °FS +0, - FS+0, Fe(ll)+H,0, 0T~ Fe(l11)+OH " +OH ™

Oxidagao
de

Substratos Danos
Celulares

Figura 2: As reaccOes fotodinAmicas da PDTVarias reaccdes, primarias e
secundarias, tém como produto ROS e danos cellareslependem da extensao
dessas reaccoes.,®, peroxido de hidrogénio'O, oxigénio singleto:’0,,
oxigénio tripleto, estado basal;;Q anido superoxido; OH radical hidroxilo;
SOD, superéxido dismutase:X espécies anido/catido: , Xespécies radicalares.
Adaptado de Plaetzet al., 2009.
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O mecanismo de accdo da PDT é dependente de Vacioses incluindo o tipo
celular, os niveis de ATP, a poténcia e a eneaja tecebida da luz ou a localizacao
intracelular do fotossensibilizador (O'Conmbal ., 2009).

Na pratica clinica, o fotossensibilizador é injdctae distribui-se por todo o
organismo acumulando-se preferencialmente no tu@srmecanismos responsaveis
por esta acumulacdo preferencial ndo estdo competa esclarecidos, no entanto,
varios trabalhos apontam para algumas hipétesdg&timas, que sao discutidas mais a
frente. ApGs um periodo subsequente a injeccéal &eetencdo no tumor, enquanto o
resto do organismo elimina o fotossensibilizadorismapidamente, € realizada a
irradiacdo. A irradiacéo é feita preferencialmesum luz vermelha de modo a permitir
maior penetracdo nos tecidos. O tumor € destruidldeeido regenera-se com alguma

cicatrizacdo (Ortedt al., 2009). A figura 3 representa um esquema destEpso.

Figura 3: A PDT na clinica. Um paciente com um tumor maligno sélido (1)
recebe uma injec¢éo intravenosa com o fotossemaithilr (2) que se distribui por

todo o organismo e localiza preferencialmente mootu Durante o periodo de

espera o fotossensibilizador é eliminado da maaoiepdo organismo mas é retido
pelas células tumorais. ApOs exposi¢do a luz (8)rmr regride ao longo do tempo
com minima cicatrizacao (4). Adaptado de Cetel., 2009.
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A dupla selectividade desta terapéutica, captacaeetencédo preferencial do
fotossensibilizador no tumor associada a admimi&tralocalizada da luz, permite
minimizar os danos nos tecidos adjacentes. A PIéngenotdxica e a repeticdo do
tratamento n&o resulta em toxicidade cumulativaraPalém disso nem o
fotossensibilizador nem a irradiacao interferem aarros farmacos anti-neoplasicos,
podendo realizar-se em combina¢do com outras metpds de tratamento, o que alids

tem vindo a ser crescentemente sugerido ao nivielvéatigacao pré-clinica (Gometr

al., 2006; Vermaet al., 2007).

2.2.  VANTAGENS E LIMITACOES

A PDT tem vérias vantagens em relacdo as terap8utionvencionais. E um
tratamento menos invasivo, que requer uma Unicainggtracdo e uma Uunica
iluminacado. Esta terapia, em varios casos, podeeazada em regime de ambulatério.
O mesmo acontece com a radioterapia ou a quimpéerao entanto, os periodos de
tratamento sdo muito mais longos.

A natureza localizada do tratamento fotodinamiceedeer reconhecida, uma vez
que se por um lado contribui para as suas limigggda medida em que ndo permite
tratar doenca disseminada, por outro lado pode éamber uma oportunidade de
estabelecer uma terapéutica de sucesso contracoocama vez que, a actuagcéo da
terapéutica apenas na regido do tumor a trataimiziz os efeitos secundarios tipicos
das terapéuticas convencionais. Apesar de serallmito tratamento da doenca
avancada, disseminada pelo organismo com estaétgiegy mesmo nestes casos, a

PDT pode melhorar a qualidade de vida e a sobnesi@é&los doentes. Por outro lado,
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para a doenca inicial, a PDT é uma terapéutica cmmerosas vantagens,
nomeadamente a sua selectividade minimiza os sfegrundarios e um unico
procedimento pode resultar na extincdo do tumarwWBret al. 2004).

A principal limitacdo da PDT € a necessidade daseptes permanecerem em luz
fraca durante algum periodo de tempo e evitar @®g@o directa aos raios solares
durante alguns dias. No entanto para evitar a $etusbilidade da pele e minimizar
outros efeitos secundarios é importante ter em acoat concentracdo do
fotossensibilizador, a poténcia e a energia totaluz administrada (Plaetzet al.,
2009).

O tratamento fotodinamico é aplicavel mesmo emsamaviamente expostas a
radiacdo ionizante, pode tratar varias lesdes sml§ineo e o tempo de recuperagcéao do
tratamento é reduzido.

Outra vantagem da PDT é que o tratamento pode egmtido em caso de
recorréncia ou formacdo de um novo tumor primatma area previamente tratada,
sem risco de dano dos tecidos normais circundaotesle desenvolvimento de
resisténcia a terapia. Este segundo tratamenta-s&rcomplicado tanto para a cirurgia
como para a quimio e/ou radioterapia (Triesscletigh., 2006; Hopper, 2000).

Varios ensaios clinicos tém demonstrado que a P&de pbter baixa taxa de
morbilidade, para além de bons resultados funcsoaagstéticos/cosmeéticos (Hopper,
2000). A PDT poupa a arquitectura dos tecidos porgio danifica elementos celulares
como o colagéneo e a elastina, preservando a nyaigizerve de suporte a regeneracao
do tecido, permitindo também a recuperacdo semaigdin de cicatriz (Grardt al.
1997; Verricoet al. 2001). Uma vantagem da limitada penetracdo d& lazproteccao
dos tecidos normais circundantes em relacao aofatidade. Os comprimentos de

onda utilizados na terapéutica podem induzir meetalar num raio maximo de 10mm
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da zona iluminada (Triesscheghal., 2006). Em contraste, a cirurgia e a radioterapia
podem ser altamente mutiladoras das estruturamciantes da érea a tratar.

Foram realizados varios estudos relativos a PDTsta terapéutica provou ter
resultados comparaveis, e um custo/beneficio posittm relacdo as terapéuticas
convencionais (Mitton e Ackroyd, 2008). A PDT po@dénda ser utilizada em
combinagdo com outras terapias, nomeadamente epdgdo cirargica (Triesschegh
al., 2006).

Um dos aspectos mais promissores da PDT é a cagébatjue em modelo animal,
muitas das substancias fotossensiveis sdo retmasumores em concentracdes mais
elevadas do que nos tecidos normais. Por outrq Edocasos de baixa selectividade
dos fotossensibilizadores existem ja algumas ptapgsara ultrapassar este problema.
Foram propostos fotossensibilizadores imunoconjogaplie consistem na combinacao
com um anticorpo monoclonal especifico para um atinc celular sobre-expresso no
tecido. Alguns estudom vitro ja demonstraram a utilidade dos fotossensibilizeglo
imunoconjugados e a lista de marcadores contirexpandir-se, incluindo o antigénio
carcinoembrionario, o antigénio CD20B-kymphocyte antigen CD20), EGFR
(epidermal growth factor receptor), HER-2 fuman epidermal growth factor receptor
2), vérias interleucinas e fragmento especifico wtaar scFv gingle-chain variable
fragment). No entanto, ainda n&do existem estudos clinicédizando estes
fotossensibilizadores (Qiamyal., 2007).

Entre a reaccao fotodinamica inicial e a respaatap€utica ocorre uma sequéncia
de efeitos moleculares que determinam a resposdiata ao nivel do tecido e o
resultado terapéutico a longo prazo. Estes evesfiastam a expressao genética, a
neovasculatura, as vias de morte, e a imunidaderalrfOrtelet al., 2009). As vias de

actuacao da PDT no tumor estado esquematizadaguna 4.
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Figura 4: Accdo da PDT no tumor.O fotossensibilizador absorve luz e passa ao
estado tripleto. O fotossensibilizador no estadjaetio transfere energia para o
oxigénio, produzindo oxigénio singletéOg). O 'O, que pode induzir morte nas
células tumorais directamente por apoptose ou gecau pode destruir a
vasculatura e produzir resposta inflamatoria agueaatrai leucocitos para o local.

Retirado de Castareb al., 2006.

2.3. M ORTE CELULAR

A PDT direccionada para o cancro resulta na destoude células num processo
dependente de radicais oxidativos que € capaz tiara@s vias de morte celular
(Huanget al., 2008). A consequéncia desejada da PDT ¢é a citidexle letal que pode
terminar na morte celular por diversas vias: apggtautofagia e necrose (figura 5). A
via que predomina depende das caracteristicas atamento, principalmente do
fotossensibilizador, da sua concentracédo, da pet&da energia total recebida da luz
(Ortel et al., 2009). No entanto, varios outros factores, taima@ 0 genotipo celular, a

localizac&o subcelular do fotossensibilizador eezgfo de oxigénio também podem ser

determinantes (Huarg al., 2008).

| Tumour cell necrosis

and apoptosis
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PDT
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Figura 5: Vias de morte celular.A exposicdo a PDT provoca danos celulares que
podem resultar na indugdo de vias de morte. Nécarapbde ser encontrada uma
combinacédo destas vias. Retirado de Gttal., 2009.

Em geral o tipo de morte alterna entre apoptoseceose quando a intensidade do
tratamento fotodindmico é excessiva, produzindideapse celular em vez de morte
celular organizada e programada (Doughatttyal., 1998; Leist e Nicotera, 1997,
Robertsoret al., 2009; Yanget al., 1993)

Nos ultimos anos, houve um aumento da compreensdpadel da sinalizacao
intracelular em resposta a PDT, e particularmeiaie \nas de inducdo de apoptose.
Ambas as vias apoptéticas, a extrinseca, que emvebeptores celulares e a caspase 8,
e a intrinseca, em que a funcdo mitocondrial éupgmtla, podem ser activadas
(Kolarovaet al., 2007; Kuimoveet al., 2007; Moor, 2000). Recentemente demonstrou-

se que a autofagia poderd ser outra via de mor@laceinduzida por PDT,
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particularmente, quando os fotossensibilizadoosalizam no reticulo endoplasmatico
(Kessel e Reiners, 2007; O'Conmbal., 2009).

Para além de activar a maquinaria celular respehgaw vias de morte, a PDT
pode ainda iniciar reaccfes metabdlicas que protexgecélulas dos danos oxidativos.
Assim, sugeriu-se que o controlo destes mecanigmadsria melhorar a citotoxicidade
mediada por PDT nas células alvo (Verehal., 2007).

No geral, evidéncias experimentais mostram umaal&eferogeneidade entre os
mecanismos que levam a morte celular mediada fiZla ©®s avan¢os na compreensao
da biologia molecular da PDT contribuem para aoraizacdo dos protocolos de
tratamento e escolha dos farmacos, no entantoaleagdo destes parametros depende

principalmente na resposta clinica da lesdo aéetaga (Huangt al., 2008).

2.3.1. APOPTOSE

A apoptose € um tipo de morte celular altamentedesio que tem um papel
fundamental no desenvolvimento, na homeostaseacetuho cancro. Uma falha ao
nivel das vias apoptoticas pode levar a danos @t&meis e existem vias redundantes
para preservar esta funcao celular critica (Lodist., 2000; Ortekt al., 2009).

Tendo em conta as suas caracteristicas, a induga@pabtose é o objectivo da
maior parte dos regimes usados em PDT. A apoptode per activada quer por via
extrinseca, que envolve receptores da membrankaceajuer por via intrinseca onde a
mitocondria desempenha um papel central, como posleer no esquema da figura 6.

Ambas as vias convergem num passo critico de géiivdas caspases, uma familia de
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proteases especificas de aspartato dependentesstdina; que sao executoras da
apoptose (Buytaedt al., 2007; Plaetzest al., 2005).

A via extrinseca depende de receptores da memimelndar, nomeadamente o
receptor para o TNRymor necrosis factor), o TRAIL (TNF related apoptosis inducing
ligand) ou o Fas tUmor necrosis factor receptor superfamily member 6) que apés
activados interagem com um complexo oligoméricaiawnior das pro-caspases 8/10
resultando em activacao por clivagem proteolithsacaspases 8/10 activadas clivam as
pré-caspases 3/7 que executam o programa apoptBtinaltaneamente a caspase 8/10
pode activar a proteina biBH3 interacting domain death agonist) da familia Bcl-2 B-
cell leukemia/lymphoma) que activa a via intrinseca da apoptose (@ttall., 2009).

A via dominante de actuagdo da apoptose mediaddpdr € a intrinseca. Os
primeiros eventos incluem perda do potencial de lbmana mitocondrial, libertacdo do
citocromo-C e sua associacdo com Apaggoptotic protease activating factor) com
formacdo do apoptossoma heptamérico que integred-@agpase 9, levando a sua
clivagem e activacédo. A caspase 9 cliva e activaaapases 3/7 e a via termina no
mesmo destino metabdlico que a via extrinsecal(@rak., 2009).

A proteina anti-apoptética Bcl-2 demonstrou pragaies protectoras em relacao a
apoptose induzida pela PDT e a utlizagdo de atgmidga Bcl-2 associados ao
tratamento fotodindmico mostrou aumentar a eficééda inducao de apoptose (Xete
al., 2008; Heet al., 1996).

As proteinas Smac/DIABLO Sécond Mitochondria-Derived Activator of
Caspases/Direct |AP Binding Protein with low isoelectric point) interferem com a
inibicdo exercida por uma familia de proteinasgtesias inibidores da apoptose (IAP),

como € o caso da inibi¢cdo da survivina sobre apspase 9, tornando-a disponivel
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Figura 6: Passos e componentes da apoptose que farassociados a PDTAs
moléculas analogas estao representadas por fatipiicas. Por exemplo, a familia
de proteinas Bcl-2 inclui um grande numero de nub#c responsaveis por
promover e inibir a apoptose a nivel mitocondni, entanto, apenas a Bcl-2, a
bax, e a bid estdo representadas neste esquemdagtiér inibidor da apoptose,
Bid e Bax: membros da familia Bcl-2, Casp: casp&3&DD: proteina com
dominio de morte associada a Fas, FAK: cinase egsdadfocal 1, ICAD: inibidor

da Dnase deoxyribonuclease) activada pela caspase-3, PARP: polimerase poli-
ADP ribose, Procasp: pré-caspase, PBR: receptdvedeodiazepina periférico,
PTPC: complexo de poro de permeabilidade transatidRetirado de Ortedt al.,

2009.

para integrar o apoptossoma. Em muitos cancroddoimentada sobre-expressdo da
survivina, constituindo um factor de prognésticefdeoravel (Ortett al., 2009).

A hierarquia de eventos moleculares é controvepsade ser diferente dependendo
da localizacdo do fotossensibilizador e do promwmaodd tratamento. A alteracdo do
potencial da membrana mitocondrid{f{m) parece ser evento central e inicio do
mecanismo. Esta etapa é sensivel ao aumento déd@gdcio no citoplasma que € uma

consequéncia da fotossensibilizacdo do reticulogadmatico (ER). A maior parte dos
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fotossensibilizadores ndo se localiza apenas nganeto celular, podendo associar-se
a varios tios de membranas. Neste caso, a fotobseagdo directa da mitocéndria
pode ter um efeito sinérgico com o0s danos intrathsipelo aumento de calcio como

consequéncia da fotossensibilizacdo do ER (Buyghalt, 2007).

2.3.2. AUTOFAGIA

A autofagia € um processo rigidamente controladogaecomponentes celulares
(incluindo organelos inteiros) sao captados pasicuéas membranares que se fundem
com lisossomas para degradacdo e reaproveitamergosels componentes. Este
processo € fundamental nos processos de deseneabapocorrendo também em casos
de doencas humanas, e como resposta celular gwida nutrientes (Klionsky, 2005).

Recentemente demonstrou-se que a autofagia podecio@n resposta a PDT
podendo representar uma tentativa da célula renayganelos lesados pela geracao de
ROS. Provavelmente devido a elevada importancibudtia a apoptose e a celeridade
do processo, a ocorréncia da autofagia como resgoseaccdo fotodinamica so foi
recentemente postulada (Oreelal., 2009). Nestes estudos recentes, concluiu-se que a
morte celular autofagica se torna mais prevalentetectavel nos casos em que a
maquinaria apoptética esta prejudicada ou em baikaes de PDT (Kesset al.,
2006). Ainda nao foi determinado se a autofagian@ wcorréncia regular na PDT e
quais 0s mecanismos de interac¢do com a apoptosentiinto, o processo de autofagia
tem potencialmente implicagbes para o desenvolvionda imunidade tumoral apdés
PDT pelo facto de a exposicdo de antigénios ser woomsequéncia natural do

processamento lisossémico (Omedl., 2009).

35



Accao Intracelular da Terapia FotodindAmica

2.3.3. NECROSE

A necrose € uma forma violenta e rapida de degefergque afecta populacbes
generalizadas de células. Caracteriza-se pelo edelumar e devastacdo dos organelos,
e pelo rompimento da membrana plasmatica, levandiibeatacdo do conteudo
intracelular e, consequentemente, inflamacéo (Redreet al., 2009)

Ha uma distincdo entre a necrose tissular e a secesultante de activacao de vias
moleculares. Na maioria das aplicacdes clinicagperamentaisin vivo, a disrupcao
vascular resulta em necrose tissular e dominapsés clinica do tumor (McMahaat
al., 1994). Ao nivel celular, a necrosaracteriza-se por um aumento de volutos
organelos e ruptura da membrana citoplasmaticael(Gat al., 2009). Alguns
investigadores defendem que existem caminhos nlalesudistintos que resultam em
necrose, e que tém como principais reguladoresasipas relacionadas com a via do
TNF (tumor necrosis factor), o RIP-1 (eceptor interacting protein) e a ciclofilina D
(Golstein e Kroemer, 2007). Na morte celular pacroge também intervém proteinas
como a PARPoly-ADP ribose polymerase), calpainas e catepsinas, no entanto néo foi
estabelecida nenhuma associacédo firme com a tefajoidinamica (Buytaertt al.,
2007). O efeito diferencial mais importante de asewersus autofagia e apoptose é
que a necrose provoca a inflamacao do tecido (@astal., 2006). Conceptualmente,
a inflamacdo aguda é um processo favoravel, umawezpode impulsionar a resposta
imune anti-tumor (Korbelik, 2006).

Para além da morte das células tumorais pela aligida da reaccéo fotodinamica
esta também comprovado que a PDT pode ter aindaseiiedirectos. A deterioracéo da
vascularizacdo do tumor e dos tecidos circundgmele ser induzida, resultando em

morte tumoral indirecta, como consequéncia da i@duge hipoxia e privacdo de
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nutrientes. Para além destas vias, a PDT pode amdar uma resposta imune do
organismo contra o tumor. A contribuicdo de cada destas vias de indug&do de morte
€ de grande importancia e depende de regime danato administrado (Gollnick e

Brackett, 2010).

2.4. VASCULARIZACAO

O crescimento tumoral depende do funcionamento akrwatura que fornece
oxigénio e nutrientes. Danos selectivos na micrayasura existente podem prevenir a
formacao de novos vasos sanguineos e aumenta&idaiafdo tratamento. Sabe-se que a
PDT pode causar o colapso da microcirculacdo cdosaevera hipdxia tissular
(Bhuvaneswaret al., 2009).

Cada vez mais a investigacdo de substancias fosigees tem como objectivo
seleccionar moléculas com elevada selectividada asrcélulas tumorais. No entanto,
tem aumentado o interesse para outra modalidadBD& direccionada para a
vascularizacdo sanguinea. Se inicialmente se peggseuo momento ideal para a
iluminacdo seria quando a concentracdo do farmaev@da no tumor em relacdo aos
tecidos normais, verificou-se que em alguns casosorecentragdo da molécula
fotossensibilizadora no sangue podera ser um maefttbicador. Isto mostra que as
células tumorais poderdo nem sempre ser os alvestas da PDT, ou seja, a morte
tumoral poderd resultar de danos noutros tiposétidas como as células endoteliais
proximas (Triesscheijet al., 2006). Na PDT anti-neovascularizacdo, pretendpiseo
fotossensibilizador tenha selectividade minima parumor e r4pida depuracdo. A

irradiacdo ocorre enquanto o farmaco ainda cirools compartimentos vasculares e
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pretende-se provocar a trombose e oclusdo de mmosy de forma a induzir a ablacéo
tumoral pela supressdo do aporte de nutrientesgérug. Nesta modalidade da PDT
tém sido usados derivados da PDbacterioclorofdeneadamente o WST09 dookad

e o0 WST11 (Brandist al., 2005).

2.5. RESPOSTAIMUNE

Apesar de a PDT ser inicialmente considerada urapéatica local, varios estudos
indicam que pode resultar em neutrofilia sistémirdLicdo de proteinas da fase aguda,
aumento dos niveis de complemento e libertacdcénsish de citocinas pro-
inflamatorias. Estudos recentes em murganhos mmasirgue a PDT pode induzir
resposta inflamatéria anti-tumor (Gollnick e Braitk€010). O colapso dos tumores
tratados com a PDT em que € induzida necrosedissobrre no prazo de 24 horas. No
entanto, a clampagem total de tumores subcutameediatamente ap0s o tratamento
impede a ablacdo dessas lesdes. Isto demonstra quieraccdo do hospedeiro é
essencial na ablacdo tumoral mediada pela PDT Eikr2006).

A resposta imune a PDT esta agora bem documentanistea melhorar a eficacia
da PDTin vivo (O'Connoret al. 2009). Tém sido encontradas células do sistemagmu
no estroma tumoral, separadas das células tumgrais membranas basais e
componentes da matriz extra-celular. Estas e ow@vaiencias mostram que a PDT
parece destruir a estrutura do tumor por activatg@ignteraccao directa entre células
imunitarias e células tumorais. A PDT tem sido @a@da com uma forma de vacinacao

in situ capaz de induzir uma reacc¢ao sistémica anti-tiwaor Duijnhoveret al., 2003).
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Uma maior compreensdo da resposta do hospedeir@ mredesenvolvimento de
mecanismos Uteis para melhorar a eficacia do texttorclinico com PDT.

A resposta imunitaria induzida pela PDT esta represla na figura 7. Durante e
apos o tratamento fotodindmico, ocorrem danos mftématorios ao nivel das
membranas celulares e vasos sanguineos da amdatmigue parece recrutar células
dendriticas, neutréfilos, mastdcitos, mondcitos a&cndfagos. Estas células também
libertam mediadores inflamatérios que aumentamcoutamento massivo de células
imunitarias ao local de tratamento (Qiast@l., 2007). A PDT pode activar a expressao
e producdo de varias citocinas pro-inflamatoriamadnterleucinas (IL) e TNIles
moléculas de adesdo como E-selectina e ICANhter(cellular adhesion molecule 1)
(Bhuvaneswaret al., 2009; Qianget al., 2007). Um estudo recente mostrou que doentes
submetidos a PDT adjuvante apresentam um aumentb-4g, IL-6, IL-8 e IL-10
(Qianget al., 2007).

A exposi¢cdo a PDT resulta na activacdo prolongaagenes c-fos e c-jun que
formam heterodimeros que regulam a expressdo d@immoactivadora AP1. A
activacdo de AP1 é critica para a proliferacdoerdifciacdo e inflamac¢do. Como
resposta a activacdo de APl sdo produzidos medmdia inflamacdo como por
exemplo a IL-6 (Orteét al., 2009).

O envolvimento das citocinas na resposta imuneziddupela PDT mostra que a
modulacdo desta terapéutica para a activacédo dexdoees inflamatdrios e imunitarios
pode resultar ndo sé na destruicdo do tecido tummi@s também contribuir para a
eliminagdo de células tumorais no organismo e actiy sistema imunitario do

hospedeiro contra o cancro prevenindo possiveiorm@awias ou metastases
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Figura 7: Inflamacédo induzida pela PDT. A ocorréncia de danos nas
células endoteliais (EC’'s) activa uma cascata denteg que leva a
inflamacéo local, dilatacdo dos vasos e agregaggwadjuetas. Esta cascata
causada principalmente pela libertacdo de tromhmxdmBX), citocinas
como a interleucinafL(IL1p), IL6, IL8, producédo de TNIle; e infiltracao
da area tumoral tratada por células do sistemaam@a células tumorais
que iniciam vias de necrose e apoptose expressataimasHeat-Shock
(HSPs) e fornecem antigénios as células dendritiz2@s) que migram para
ndédulos linfaticoshv: luz. Retirado de Castambal., 2006.

(Gollnick e Brackett, 2010; Qiang al., 2007). Kabinguet al. (2007) demonstraram
gue o controlo do crescimento de tumores fora da de tratamento € dependente da
existéncia de um sistema imunitario intacto e éiatdpor células CD8+.

A activacdo do complemento parece ter também ural paportante na resposta a
PDT, pois em modelos animais em que o complementoldqueado observou-se uma
menor taxa de cura apos o tratamento utilizandovdotossensibilizadores (Korbelik,

2006). O aumento da actividade anti-tumor foi asglaccom a infiltracdo de linfocitos
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CD8+, neutrofilos, e aumento de mediadores inflanag, nomeadamente: TNE-IL-
1B, IL-6, IL-10, tromboxanos, prostaglandinas, ledeoios e histamina (Ortek al.,

2009).

2.6. ANGIOGENESE

A reaccao fotodindmica incompleta pode ter comosequéncia a angiogénese
tumoral. O stresse oxidativo induzido pelo trataitmepode causar condicbes de
hipbxia, que provocam, como resposta adaptatieapeessao de factores angiogénicos
e citocinas (Bhuvaneswast al., 2009). Apesar dos danos ao nivel da vasculawzaca
contribuirem grandemente para a resposta a tempéucdo de oxigénio pode limitar
o tratamento pela inducdo da producdo de factargsagiogénicos como o VEGF
(vascular endothelial growth factor), a ciclooxigenase-2 (COX-2), as metaloproteinases
(MMP) e outras citocinas que podem contribuir garacorréncia (Bhuvaneswatial.,
20009).

O VEGF é um dos mais importantes reguladores degémese, actuando como
um gatilho que pode iniciar a recorréncia ao praen@vproliferacdo (Bhuvaneswati
al., 2009). Varios trabalhos reportaram a sobre-regolalo VEGF ap6s o PDT. Em
alguns deles, foi reportado o aumento da expredsd&EGF apOs o tratamento
fotodindmico com base em vérios sensibilizadorgsd HPhotofrin® e hipericina. A
hipéxia e o stresse oxidativo mediados pelo traton@odem estar envolvidos na
expressdo de HIFel(Hypoxia-inducible factor 1 alpha) e no aumento dos niveis de

HIF-1, alvo do gene do VEGF (Bhuvaneswatral., 2009).
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As ciclooxigenases (COX) estdo envolvidas na sn@ds prostaglandinas e a
isoforma indutivel, COX-2, esta relacionada com aacioogénese e a progressao
tumoral em multiplos 6rgaos (Bhuvaneswetral. 2009; Ortelet al. 2009). A COX-2
induz a angiogénese, principalmente, através ddupém de VEGF e da promoc¢ao do
crescimento e da migracao de vasos sanguineogpr@sséo prolongada de COX-2 foi
detectada apds o tratamento fotodinamico em vastgdos, em PDT baseado em
porfirinas, clorinas ou hipericina. A relevanciaéional destas enzimas foi estabelecida
utilizando inibidores selectivos, que nédo provocamumento da fotossensibilidade,
mas que resultam numa melhor resposta do tumanafieest al., 2002).

As metaloproteinases de matriz (MMP) sdo um grupceddopeptidases zinco-
dependentes que degradam componentes da matriacedytar. Cada vez mais
evidéncias indicam que as MMP sao importantes rserdelvimento do tumor, na
invasdo, na metastizacdo e estdo envolvidas na&wodncia da célula cancerosa e
progressao tumoral. A PDT usando Photofrin® e ntpe mostrou manter a expressao
de MMP sobre-regulada (Bhuvaneswetrial. 2009; Ortelet al. 2009). Inibidores das
MMP tém demonstrado prolongar a sobrevivéncia emeis animais e em associacao
com a PDT observou-se melhor resposta e aumerdgolalavida a longo prazo em ratos
portadores de tumor. Curiosamente, a fotosserdabléi cutanea néo foi afectada (Ortel
et al. 2009).

Neste contexto, estudas vivo recentes provaram que o efeito da PDT pode ser
melhorado em combinacdo com agentes anti-angicgemo regime de tratamento
(Bhuvaneswariet al., 2009). Varios principios anti-angiogénicos fordestados,
nomeadamente o bloqueio do VEGF circulante (pomgk® com Bevacizumab), a
inibicdo de sinalizacdo dependente de VEGF (pomei® ZD647) e a inibicdo da

migracdo e proliferacdo de células endoteliais ((AMP) (Ferrarioet al., 2000).
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Quando o tratamento anti-angiogénico foi aplicadontbdo a reduzir os niveis de

VEGF em tumores verificaram-se melhores taxas miéssgio (Ortekt al. 2009).

2.7. STRESSE OXIDATIVO

O stresse oxidativo e as ROS produzidas pela PO&mpactivar o NAp (nuclear
factor kappa beta), factor nuclear capaz de interagir com genesirdtéamatorios,
relacionados com as vias da apoptose e também dapapdular a expressao de genes
envolvidos na sobrevivéncia tumoral como a COXANMP-9 (Ortelet al., 2009).

Outro factor de transcricdo que é activado pela P®To HIF-ki, como
consequéncia da hipoxia produzida por esta ter@péud HIF-In € importante na
regulacéo do VEGF, podendo ter como consequénciascimento tumoral, a invaséo
e a metastizacao (Ferragbal., 2000)

O stresse oxidativo consequente da PDT mostrowzinduexpressao de proteinas
de stresse quer ao nivel de mRNA quer ao nivekbjpmt nomeadamente HSP-70 ou
Heme Oxigenase 1 (HO-1) que pode conferir algumsiaténcia a fotossensibilizacéo e

inibir vias de apoptose (Curry e Levy, 1993; Gostal., 1996; Ortekt al., 2009).

2.8. Luz, OXIGENIO E FOTOSSENSIBILIZADOR

O tratamento fotodinamico tem trés requisitos funelatais: luz, oxigénio e a

substancia fotossensibilizadora. A substancia $etosibilizadora € escolhida

dependendo do tipo de tumor a ser tratado e é &tramha ao doente que passado
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algum tempo, o suficiente para assegurar que aentnagcao maxima esta no interior
das células tumorais (excepto quando se pretendeaq®DT actue ao nivel da
vascularizacédo do tumor), é irradiado na zonatartm luz de comprimento de onda
apropriado. A luz deve penetrar até ao local ordergontra o tumor, ou nao tera os
efeitos desejados. Para além disso, quanto maigdeldor a concentracdo de oxigénio
no tumor melhores serdo os resultados. No entantsycesso da terapéutica esta

essencialmente na dependéncia da substancia fososse

28.1. Luz

Qualqguer fonte de luz pode ser utilizada como agbe de irradiacdo em PDT. As
primeiras fontes de luz utilizadas eram lampadave@acionais que ndo produziam luz
homogénea e cujoutput era definido através de filtros (Mitton e Ackroy2008;
Triesscheijnet al., 2006). As lampadas foram usadas principalmenta pesbes
superficiais (Huanget al., 2008), no entanto, o calculo da poténcia e eaeimial
obtidas € impreciso. Para além disso, é necesssaiofiltros para eliminar a radiacao
UV e é preciso ter em atencdo ao aguecimento que g&r produzido (Triesscheigh
al., 2006).

O desenvolvimento de lasers foi um importante maae®DT. Hoje sdo as fontes
de luz mais usadas. Os lasers produzem luz homagkneomprimento de onda Unico
que permite calcular facilmente a potencia e agadntal. Os lasers de diodo tém
numerosas vantagens: sao relativamente baratasemesie moveis, ndo necessitam de
sistemas de refrigeracdo externos e sdo muitoifidkzstes sistemas estdo licenciados

na Europa (Juzenierat al., 2004; Mitton e Ackroyd, 2008) . A luz produzidade
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facilmente ser levada através de uma fibra épttéalaralizacbes mais inacessiveis
(Mitton e Ackroyd, 2008).

A tecnologia de fibras Opticas adaptou-se as nelsstes da PDT. A PDT requer
sistemas de entrega de luz direccionados e quatgaraima distribuicdo homogénea.
As fibras 6pticas actuais permitem virtualmentenategia de luz, de comprimento de
onda, poténcia e energia total adequados a tunlooadizados em praticamente
qualquer parte do corpo (Triesschediral., 2006). A ponta das fibras Opticas pode ser
adaptada as caracteristicas da lesdo. Uma fibifeadmwm uma microlente na ponta
pode distribuir a luz uniformemente sobre uma digerlisa. Um difusor esférico
isotropico pode ser localizado no centro de umadeae e levar a luz a toda a sua
superficie. Um difusor cilindrico, em que existedrios comprimentos disponiveis,
pode ser usado para irradiar superficialmente urmrelicilindrico ou intersticialmente
um orgéao alvo (Huang al., 2008).

A escolha da fonte de luz depende da natureza maddizacdo da leséo. O
comprimento de onda tem que coincidir com o esped# absorcdo do farmaco
escolhido. O comprimento de onda 6ptimo dever&aleulado através da capacidade
de produzir a maxima concentracdo de oxigénio siagMitton e Ackroyd, 2008). A
dose 6ptima pode ser obtida ajustando a poténaiarergia total emitida pela da luz.
Ao considerar a entrega de luz é preciso ter emcateque a sua propagagdo nos
tecidos € influenciada por processos de refraagdlexdo, absorcéo e dispersdo. Para
além de conhecer as propriedades dos fotossenadulies utilizados é importante ter
em conta a dosimetria da luz e a alteragcdo dasmoasedades ao atravessar meios
(vidro, ar, &gua, tecidos) com diferentes propuedadpticas. (Plaetzeral., 2009).

Para além da aplicacdo de luz monocromatica, #agfc dos fotossensibilizadores

com dois fotdes, ou seja, a absor¢céo de fotbesidecdmprimentos de onda diferentes,
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também tem sido testada e mostrou-se como umaatitexr para melhorar a reacgao

fotodinamica em especial para tratar pequenasdgedéundas (Huang al., 2008).

2.8.2. OXIGENIO

O oxigénio desempenha uma funcdo fundamental ncepso da PDT e a sua
disponibilidade no tecido tem um profundo efeitoresultado do tratamento.

O oxigénio singleto(,) formado como resultado da reaccdo fotodinamicaaé,
maior parte dos casos, a ROS mais importante gestesso (Jiménez-Banzo et al.,
2008). Existe muita controvérsia em relacdo ao temge meia-vida e,
consequentemente, a distancia de difusdo das espéei oxigénio transitorias. No
entanto, estudos recentes demonstraram que antideealular do oxigénio singleto
dura cerca de 3us em células viaveis, metabolicemantivas contendo agua
(O'Connoret al., 2009). Este tempo € consideravelmente maior queportado em
estudos anteriores (Jiménez-Bareal., 2008). O coeficiente de difusdo intracelular
resultante foi estimado em 2 a 4 x°t6¢fs’, o que significa que o volume de
actividade do oxigénio singleto provavelmente sena esfera de cerca de 100nm (Hatz
et al., 2008). Por um lado esta vida curta do oxigénmglsio e a curta distancia de
difusdo tornam a PDT uma terapéutica altamentetsededevido aos efeitos locais que
produz (Robertsomt al. 2009). Por outro lado, a molécula fotossensiliiiza deve
estar localizada proximo do seu alvo no momentoirdediacdo (Hopper, 2000;
Robertsonet al. 2009; Triesscheijnet al. 2006). A localizacdo subcelular dos
fotossensibilizadores é critica na mediacao deostapitotoxica a PDT e € determinada

pelas propriedades quimicas da molécula, formujagg@tcentracdo, microambiente da
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lesdo e também pelo fenétipo das células afectadlasnembrana plasmatica,
membranas intracelulares e organelos como o retendoplasmatico, o complexo de
Golgi, lisossomas, mitocéndria e nucleo foram idieados com alvos subcelulares de
muitas substancias fotossensibilizadoras. Algumadéos distribuem-se largamente nas
membranas destes organelos, outros especificaneemtésossomas e mitocondrias,
outros ainda redistribuem-se durante o periodorddiacédo (Huangt al., 2008).

Foi demonstrado que concentragBes decrescentesgdmio estdo correlacionadas
com reaccOes fotodindmicas menos eficazes (Mittéeckeoyd, 2008) e que tumores
em condi¢cdo de hipdxia séo resistentes a PDT. dmislois tipos de hipdxia: células
hipoxicas pré-existentes, que sdo um resultadederd/olvimento fisioldgico do tumor
e gue existem em muitos tumores solidos; e a hapdue a PDT por si propria pode
induzir devido a rapida deplecéo local.

A formacdo de ROS e a eficacia da PDT podem setaafas pela tensdo de O
intra-tumoral, pela saturacdo de €a hemoglobina e pelo microambiente dos tumores
sélidos. Assim, a monitorizacdo da oxigenacdo dosldés tumorais durante a reaccao
fotodindmica é importante para compreender os nsvas fisiolégicos basicos e a
dosimetria da PDT. Foram propostas véarias metodidogara lidar com a hipdxia
causada pela reaccéo fotodinamica, por exemplkeducéo da poténcia ou a irradiagéo
fraccionada através de intervalos controlados zie lescuro (Huang al., 2008). Estas
técnicas servem para promover a oxigenagdo tisselaa reperfusdo tumoral
compensando a deple¢cdo de oxigénio causada pelgicetbtoquimica. Apesar de ter
sido reportada alguma melhoria da resposta tunemrgdém foram observados algumas
limitacdes destas técnicas. A reducdo da poténergergia total e o fraccionamento da
dose de luz influencia apenas a deplecaode @ao as células hipoxicas pré-existentes

e para além disso, obriga ao aumento do tempatiertento (Huangt al., 2008).
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Ensaios clinicos em que a PDT foi aplicada em casnaom @ hiperbarico
demonstraram melhorias significativas da respost&ratamento. A hiper-oxigenacao
mostrou aumentar o periodo de sobrevivéncia enepis com carcinoma do esoéfago.
Outros estudos pré-clinicos mostraram que a hipigenacao normobéarica é tao eficaz,
sendo mais, do que a oxigenacao hiperbarica (Hetaahg 2003). Esta hiperoxigenacéo
pode oxigenar células hipdxicas pré-existentegatlas mais susceptiveis a PDT e,
simultaneamente, compensar a deplecdo de oxigésudtante da reaccéo fotodinamica

(Huanget al. 2008; Mitton e Ackroyd, 2008).

2.8.3. FOTOSSENSIBILIZADORES

Desde 1970, quando Dougherty usou o HpD como farnmera este tipo de
tratamento, que varios grupos se tém dedicado aontac substancias
fotossensibilizadoras com as caracteristicas id€aetende-se produzir farmacos que
absorvam luz de comprimentos de onda mais longo8@@ a 800nm), com depuracdes
mais curtas (de forma a induzir menores periodobtssensibilidade temporaria da
pele), com maior especificidade tumoral, eficazastransferéncia de energia para o
oxigénio e que ndo apresentem toxicidade no esAgBdm, continua a ser importante o
desenvolvimento de novas moléculas (Ackrey@l., 2001; Mitton e Ackroyd, 2008;
Plaetzeset al., 2009).

A maioria das substancias fotossensibilizadorakiiima sua estrutura um anel
tetrapirrolico (porfirinas e clorinas) ou estdorestralmente relacionados com ele
(ftalocianinas, etc). Esteamacrociclo, principal componente da hemoglobina e

mioglobina, € essencial para a actividade bioléded@odos os organismos vivos. Para
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além do macrociclo heterociclico, estas moléculadem conter um atomo central
metalico como o ferro ou 0 magnésio. A presencaumesistema de electrbesr 2
garante-lhes o elevado poder de absorcdo, o qta@res atractivas para aplicacdo em
medicina. Na natureza existem varias porfirinapaesaveis por controlar processos de
oxidacdo-reducdo (O'Connat al., 2009). Para além das caracteristicas fisicas e
fotoquimicas favoraveis deste macrocliclo é tamb@woravel a sua capacidade
intrinseca de se acumular selectivamente nos tendDs fotossensibilizadores,
particularmente os do tipo porfirinico, tém tendérac acumular preferencialmente em
células tumorais, o que foi demonstrado em vargiades (Woodburret al., 1998;
Boyle e Dolphin, 1996; Hamblin e Newman, 1994; J&889; Jori e Reddi, 1993;
Larroque et al., 1996). Os mecanismos responsaveis por este fsifio pouco
esclarecidos, no entanto, varios autores desemanivestudos que apontam algumas
hipoteses (Browmt al., 2004). Uma propriedade dos compostos tetraposle a sua
tendéncia para se ligarem fortemente as protei@dsas LDL (Jori e Reddi, 1993;
Kesselet al., 1991; Maziereet al., 1990). Muitos tipos de células tumorais sobre-
expressam o receptor de LDL apoB/E, 0 que deversstitoir uma resposta a
biossintese de lipidos necessaria ao ritmo aceledsd extensdo das membranas
celulares de que depende o crescimento tumoraladpilison et al., 1994; Korbelik,
1992; Yuanet al., 1993). H4 ainda autores que defendem que osbfieraglores sao
mantidos juntamente com outras macromoléculas pacesextracelular devido a baixa
drenagem linfatica dos tumores (Roberts e Hasa®2)19u que o pH baixo
frequentemente encontrado no citoplasma tumoraksponsavel pela ionizacdo de
fotossensibilizadores anionicos que, consequent&meom carga neutra tornam-se

mais lipofilicos (Pottier e Kennedy, 1990).
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Os fotossensibilizadores sdo frequentemente dleedifs como porfirinas e nao
porfirinas. As porfirinas sdo bons fotossensibdim@&s na medida em que, devido as
caracteristicas quimicas da molécula, tém elevadenpial fototoxico e absor¢cdo na
regido do vermelho visivel permitindo a sua actaagénh camadas profundas dos
tecidos (O'Connoet al., 2009).

A maior parte dos sensibilizadores em ensaios Ipt&eas sado derivados das
porfirinas. Por sua vez, os fotossensibilizadoresivddos das porfirinas sao
classificados como de primeira, segunda e terg@racdo. Os da primeira geracao
incluem o HpD e o Photofrin®. Os fotossensibilizaatode segunda geracdo, como o
Foscan® e Verteporfin®, foram desenvolvidos de #raneliminar alguns problemas
das moléculas da primeira geracdo como a fotosskuasde prolongada da pele e a
baixa penetracdo nos tecidos. Estes fotossenaithilizs s&o quimicamente puros,
absorvem luz em comprimento de onda mais longasata consideravelmente menos
fotossensibilidade da pele apds o tratamento. @sitskzadores de segunda geracéo
tém de ser pelo menos tao eficientes como o Plhw&yfo actualgoldstandard da PDT.

A terceira geracdo de substancias fotossensivesdngente refere-se a modificacoes,
como conjugados biolégicos (fotossensibilizadoresjugados com lipossomas ou
anticorpos) que melhoram a acumulacédo selectivdotissensibilizador no tecido
tumoral e actualmente representam uma area detigag® activa (O'Connat al.,
2009; Huanget al., 2008).

A lipofilicidade dos fotossensibilizadores € deteramte a captacdo celular e a
localizacdo intracelular dos compostos. A estrutymamaria, cadeias laterais
substituintes, complexacdo com ides metalicos egacadecidem propriedades
moleculares tais como polaridade, solubilidade,méocinética e distribuicdo

subcelular. Também determinam a absorcéo, o esiatkio e a capacidade de formar
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oxigénio singleto apos irradiacdo (Greer, 2006).s@lubilidade também é uma
caracteristica de grande importancia. A anfifilkdd assegura ndo s6 o transporte na
corrente sanguinea sem formacéo de precipitad@g@mgados como, similarmente, a
penetracdo eficaz na camada lipidica da membrahdacePara além disto os
fotossensibilizadores ndo devem ter tendénciaradoagregados pois isso reduziria a
sua capacidade de absorver luz e passar ao estgdetot Em relacdo a
farmacocinética, a selectividade, que corresponde ca@pacidade de o
fotossensibilizadores ser captado mais pelo tumoe @elos tecidos normais,
diminuindo os danos nos tecidos circundantes, pedaumentada através da utilizacao
de novas estratégias como o0 uso de transportadorasligacdo a anticorpos. Apos a
reaccdo fotodinAmica o ideal € que a eliminagaddotimssensibilizador seja a mais
rapida possivel de modo a minimizar o periodo des&ensibilidade generalizada. O
fotossensibilizador ideal ndo deve ser toxico pona concentragdo a utilizar no
tratamento. A fotodegradacdo e o metabolismo celidambém ndo podem formar
produtos de degradacao toxicos. O mais importamfeeéos fotossensibilizadores nao
sejam mutagénicos quer nédo irradiados, quer imladiao que depende essencialmente
da tendéncia para ndo acumular no nucleo e, nar paite dos casos, esta tendéncia
nao se verifica. A PDT néo costuma causar danoBMA (Deoxyribonucleic acid),
mutacdes ou carcinogénese. Os fotossensibilizadprese localizam na mitocondria
tendem a provocar a morte celular por apoptoseamqglagueles que se localizam na
membrana plasmatica matam mais por necrose (O'Cehalo, 2009; Leist e Nicotera,
1997; Yanget al., 1993).

No que se refere a caracteristicas clinicas o getwsbilizador ndo deve causar

efeitos toxicos, reacgbes alérgicas ou outros asfesiecundarios, ou dor durante a
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irradiacdo como acontece com o0 acido 5-aminolenmdi(ALA) (Krammer e Plaetzer,

2008).

2.8.3.1. FOTOSSENSIBILIZADORES UTILIZADOS NA PRATICA CLINICA

Actualmente existem seis moléculas aprovadas psta terapéutica, sdo elas:
misturas poliméricas de éteres e ésteres da heaonfitmas (HpD; Photofrin®,
Photogem®, Photosan®, Hematoporphyrin Injection®gta-Tetrahidroxilfenilclorina
(Foscan®), acido 5-aminolevulinico e éster metilido acido 5-aminolevulinico
(Levulan®, Metvix®), mono-L-aspartil-clorina e6 (NWf; Laserphyrin Talaporfin
Sodium®), derivado mono-acido da benzoporfirina ri®feorfin® ou Visudyne®) e
ftalocianina de aluminio tetra-sulfonada (Photos@)s

Existem mais algumas moléculas em ensaios clinkcas estrutura quimica de

muitas delas baseia-se na estrutura quimica deipasfe de clorinas.

Derivados da Hematoporfirina

A primeira geracdo de substancias fotossensibdizadsao as hematoporfirinas, os
seus derivados e formas purificadas. O HpD é unsiunai de varios monomeros,
dimeros e oligdbmeros da hematoporfirina. Esta mastumostrou localizar-se
preferencialmente em tumores e ter ac¢cdo anticgecer quando combinada com luz
vermelha (Triesscheijet al., 2006).

Em 1993, o Photofrin®, foi o primeiro farmaco apade para PDT anti-tumoral,

no Canada e posteriormente nos EUA e na Europanda doje o farmaco mais
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largamente usado. Mais tarde surgiram outros fasmamnstituidos por derivados
purificados do HpD e que apresentam melhor efeito adguns tipos de tumores
malignos, nomeadamente o Photogem®, o Photosan® &lematoporphyrin
Injection®.

O Photofrin® por ser uma mistura de varios derigada HpD apresenta varios
picos de absorcéo, sendo o de 630nm o mais frax@nkanto, por ser o comprimento
de onda mais longo, capaz de penetrar mais prafuentg nos tecidos, este
sensibilizador é activado por luz deste comprimelet@nda (630nm). Devido ao baixo
coeficiente de absor¢cdo que se obtém sdo necassaéeagias totais de irradiagdo de
100 a 200J/cfa As doses terapéuticas do HpD muitas vezes resulém
fotossensibilidade da pele durante quatro a daneausas (Triesscheijet al., 2006).

O HpD tem varias caracteristicas positivas: desisdélulas tumorais eficazmente,
nao é téxico na auséncia de luz e pode ser prepéaeaidimente em solugdo aquosa para
administracé@o intravenosa. No entanto, o HpD tembém uma série de limitacdes,
nomeadamente a inducdo de fotossensibilidade témgaia pele e por vezes, baixa
selectividade inicial para os tecidos tumorais. PDHem uma boa capacidade de
acumulagcdo nos tecidos tumorais, mas apenas pasd48da 72 horas depois de o
farmaco ser administrado. Durante este period@m@d o doente tem de permanecer
em ambiente controlado, especialmente quanto asedwa luz o que representa um
aumento significativo nos custos do tratamentoeS&theijret al., 2006).

O Photofrin® esta aprovado em varios paises p#ia@amento de cancro esofagico
obstrutivo, cancro esofagico em estadios iniciasséfago deBarrett (Qianget al.,
2006). O cancro do eso6fago continua a ser de testemtomplicado e 0os doentes tém

taxa de sobrevivéncia muito baixa, estando a doasgaciada a elevada morbilidade e
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mortalidade. Humt al. mostraram que a qualidade e a esperanca de vitioE em
doentes tratados com PDT do que submetidos a estdaga (Wolfsen, 2002).

S&0 poucos os estudos publicados referentes zagéih da PDT no tratamento de
cancros do estdmago e colon (Qiahgl., 2006; Wolfsen, 2002; Spineki al., 2006).
Naturalmente, sendo a cirurgia o tratamento degirarlinha, as indicacdes para estes
tipos de cancro limitam-se a doentes que ndao pa#noperados. No entanto, foram
reportados alguns casos de sucesso (Nakaghara2003).

Véarios ensaios clinicos tém confirmado a elegibdiel da PDT em casos de
colangiocarcinoma (Mitton e Ackroyd, 2008; Ortn2@01; Wiedmann e Caca, 2004),
carcinoma da bexiga (Manyak e Ogan, 2003; MittoAckroyd, 2008), cancro do
pulm@o de ndo pequenas células e, para tratamahdabvp de cancros obstrutivos da
arvore traqueobrénquica (Chetral., 2006; Moghisset al., 2000; Usudat al., 2006).

Devido aos avancos na tecnologia dos aplicadorészdé € possivel realizar PDT
ao nivel intersticial para tratamento de Orgaogpguimatosos como 0 pancreas ou 0
figado. Nos casos de cancro do pancreas, a PDThulimbd crescimento celular e
produziu alguma necrose local que cicatrizou faeiita, tendo o tratamento prolongado
a sobrevivéncia dos doentes (Fan e Andren-Sandb@@dg, Qianget al., 2006; Verrico

et al., 2001).

Temoporfin
Com o objectivo de ultrapassar as limitacdes do Hpibge nos anos 90 a segunda
geracdo de farmacos fotodinamicos anti-cancro. j@ctibo foi produzir substancias

quimicamente puras com melhores caracteristicanicgs$, nomeadamente, aumentar
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0os comprimentos de onda de absor¢ao e incorparpogruimicos que aumentassem a
hidrossolubilidade e a absorc¢ao.

A meta-tetrahidroxifenilclorina (mTHPC), também idesda por temoporfin, é um
fotossensibilizador sintético, muito mais potente @ HpD ou que a Protoporfirina IX.
Requer irradiacdo com energias totais de apen@9J@ni. A fotossensibilidade da
pele é reduzida para apenas alguns dias e o seu@iabsor¢cdo € muito favoravel:
652nm, o que aumenta o poder de penetracdo dasuecidos.

O Foscan® foi licenciado na Unido Europeia em 28fifo tratamento paliativo ou
local para doentes com cancro da cabeca e do geaeagcados, que nao responderam
a terapéuticas prévias e que ndo eram adequados@tgrapia ou radioterapia (Qiang
et al., 2006). Estdo a decorrer varios estudos e ensHivsos no sentido de testar a
aplicacdo da PDT baseada em Foscan® para doemesarwros da cabeca e pescoco

(Copperet al., 2003; Hoppeet al., 2004; Louet al., 2003; Manyak e Ogan, 2003).

Acido 5-aminolevulinico

Ainda dentro da segunda geracdo de farmacos fotmib#zadores anti-cancro e
apenas por uma questdo temporal, come¢ou a uskzar acido 5-aminolevulinico
(ALA) como farmaco para PDT anti-cancro.

O uso do &cido 5-aminolevulinico (ALA) é uma abgela completamente
diferente. Em vez de uma molécula fotossensibitizadé administrado um pro-
farmaco. O ALA por si s6 nao produz efeito fotodmé, mas é um precursor do heme
e inicia uma via que resulta na producao de protopa 1X (PplX), cuja acumulagao

em células tumorais resulta em sensibilidade tulmora
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A PpIX tem actividade fotodindmica dependente daotpielatase, enzima que
muitas vezes esta diminuida em células tumoraisq3cheijnet al., 2006). O espectro
de absorcdo da PplX € muito semelhante ao do HgBndo também normalmente
activada por luz de 630nm. A ALA-PDT tem uma depécamais rapida, limitando o
periodo de fotossensibilidade a um ou dois diaéL@ é comercializado sob o nome
de Levulan® para o tratamento da queratose actinima lesdo pré-cancerosa da pele.
A aplicacao tépica deste pro-farmaco actua corgran@as patologias dermatologicas e
é eficiente em basaliomas superficiais e linfomatdireeos das células-T (Krammer e
Plaetzer, 2008).

Por se tratar de uma molécula altamente hidrofoléra dificuldade de entrar nas
células, tendo sido desenvolvidos alquil-éstereéldd para contornar esse problema.
O Metvix® € um metil-éster do acido 5-aminolevutm{metil-ALA) que foi aprovado
em 2001 para uso topico contra melanoma ndo metampdasaliomas e queratose
actinica. Hexvix® e Benzvix® sdo estéres metil eziledo ALA. O Hexvix® esta
aprovado nos EUA para o diagnostico dos tumorebedéga e seu tratamento, e o
Benzvix® encontra-se em estudos clinicos para oagastro-intestinal.

O ALA é o pro-farmaco fotodinamico mais usado nocta da pele. Devido as suas
caracteristicas estruturais, particularmente o $®&gueno tamanho, pode ser
administrado topicamente evitando assim a conséguetossensibilidade geral da
administracéo sistémica (Morta al., 2002). O licenciamento do ALA nos EUA foi
baseado em testes clinicos que envolveram 484 efoenjos resultados confirmaram
que o farmaco € seguro e eficiente. A aprovacdnational para o tratamento de
queratose actinica foi obtida na sequéncia de s&itsaios clinicos nos quais 0s
doentes demonstraram taxas de resposta complef#@s al@9%, comparaveis as do 5-

fluoracilo (Allisonet al., 2006; Marmuet al., 2004).
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Os ensaios clinicos com o metil-ALA em basaliomadutares e superficiais foram
realizados em varios paises e incluiram mais d@ @6éntes, demonstrando a eficacia
e a seguranca deste farmaco, levando ao deseneoldre aprovagdo do produto para
uso tépico (Soleet al., 2001).

Varios ensaios clinicos tém comprovado o sucessoatlmento tépico de ALA e
seus derivados em varios tipos de lesdo superfigiainodular, nomeadamente, doenca
de Bowens, carcinoma escamoso superficial da pele basaliomas, os quais
apresentam elevadas taxas de resposta completso(Adt al., 2006; MacCormack,
2008; Mortonet al., 2002; Szeimiest al., 2005; Wangt al., 2008).

Decorrem também ensaios clinicos com PDT baseadoAe&k sistémico,
nomeadamente para o tratamento da doencBadestt (Dougherty et al., 1998) e
também para tratamento do cancro da bexiga senidadpintravesicalmente, tendo-se
registado boas taxas de remissdo e auséncia tlesefecundarios substanciais (Berger,
2003; Skyrmeet al., 2005; Szygulat al., 2004). A PDT baseada em ALA foi utilizada
como terapia neoadjuvante para tratar glioblastoapgs remocéo cirdrgica tendo-se
observado melhoramentos na qualidade de vida ewwéncia dos doentes (Stummer

et al., 2008; Stylli e Kaye, 2006).

Laserphyrin Talaporfin Sodium®

A Mono-L-aspatrtil-clorina e6 (Npe6), de nhome conrtaserphyrinTalaporfin
Sodium®, foi aprovada para o uso no diagnésticairmento de estagios iniciais de
cancro do pulmédo no Japédo, onde a PDT é recomerubenia opcdo de tratamento.
Devido a sua selectividade, esta molécula podassata ndo sé para PDT mas também

para diagnéstico fotodinamico baseado na fluoresaéivarios ensaios clinicos em
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doentes com cancro do pulmdo em estadios inicaifirmaram os excelentes efeitos
anti-tumorais da PDT baseada em Npe6, tendo sitidagbrespostas completas em
mais de 85% dos casos. Para além disso confirmawba&a fotossensibilidade da pele

induzida por esta terapéutica em relacéo ao Pivs&{lJsudaet al., 2006).

Verteporfin®, Visudyne®

O derivado mono-acido da benzoporfirina foi desénglo para o tratamento da
degenerescéncia macular relacionada com a idadsoramao tenha sido desenvolvido
para o tratamento oncoldgico tem a vantagem declgainado rapidamente e néo
provoca fotossensibilidade da pele por mais de @4sh E comercializado sob os
nomes Verteporfin® ou Visudyne® (Brovehal., 2004).

Depois de ensaios clinicos com esta porfirina saateconcluiu-se que a rapida
eliminacdo e sintese complicada constituem limégagdeste composto. Foi aprovado
para o tratamento de basaliomas. Continua a gdadteem ensaios clinicos para outros

tipos de cancro e para a psoriase (Wateréieddl, 2008).

Fotosense®

A Ftalocianina sulfonada de aluminio, comercialraeR®hotosense®, é outro
composto sintético. E um derivado da porfirina almsorcéo a comprimentos de onda
mais longos. A insercdo do aluminio aumenta a @ficda formacdo de ROS e os
grupos sulfonados diminuem o caracter hidrofobictsinseco do macrociclo. Foi
aprovado para o tratamento de diferentes tipos aero, nomeadamente, pulmao,

pescoco, cabeca ou mama. Varias ftalocianinas emtdioensaios clinicos para o
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tratamento de lesbes da pele originadas por diksetipos de cancro (Sereh al.,

2008).
3. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DOS FOTOSSENSIBILIZADORE S DO TIPO
PORFIRINICO

As porfirinas constituem o grupo quimico de base maior parte dos
fotossensibilizadores, 0 que se deve as suas edssichs fotofisicas e fotoquimicas
adequadas associadas a alguma afinidade parautssd@imorais (Serret al., 2008;
Triesscheijret al., 2006).

A facilidade de preparacédo de 5,10,15,20-tetrgferfikrinas (TPP) faz com que
estas sejam estruturas atraentes para serem estuetadPDT (figura 8). A escolha dos
substituintes com polaridade e comprimento difergrara a substituicdo nas posicdes
livres 5, 10, 15, 20 dos derivados tetrapirrol podgoduzir varias modificacdes
estruturais, incluindo bromacéo, nitragdo, ou ftag#io, tornando estes compostos
apropriados para diversas aplicacoes (Betrdi., 2006).

O Foscan® (mTHPC), actualmente em uso clinico, tbtossensibilizador de
segunda geragcdo mais bem sucedido (Bzairdl. 2004; Cheret al. 2006) e apresenta
um substituinte hidroxilo na posicdo meta de todssjuatro grupos fenil (Calvert e
Frutch, 2002; Watson, 2006). Actualmente, a mTHP@pkcada para a cabeca e

pescoco (Agostinigt al., 2004) e tem sido estudada para o carcinoma Hataceu
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basalioma (Yslast al. 2007) e para as recidivas localizadas do cancroataa (Banfi

et al., 2006; Marchakt al., 2004) .

R

Figura 8: Estrutura quimica das 5,10,15,20-tetrafeitporfirinas. Para
além deste tipo de substituintes as 8 restantegdesspirrdlicas podem
sofrer varias modificagbes estruturais, incluindontacdo, nitracdo, ou
formilag&o, tornando estes compostos apropriadas ghaersas aplicacoes.
Adaptado de Ban#t al., 2006.

No entanto, as estruturas de compostos destestipst{tuidas na posic&aeeso) sao
muito diferentes das porfirinas naturais que naw sistituidas nas posicogsEsta
caracteristica estrutural pode ser um obstacul@a garnecessaria eliminacdo do
sensibilizador pelo organismo. Um compromisso emttévidade fotodinamica, a
simplicidade dos métodos de sintese e uma estrataiga proxima das estruturas de
ocorréncia natural, pode ser conseguido pela pregarde 5,15-diarilporfirinas, onde
apenas dois grupos nas posicdes meso sdo usadosqderir hidrofilicidade a
estrutura. Outra vantagem dessas porfirinas s@nass estruturas menos volumosas e
menor peso molecular que aumentam a possibilidadeed melhores captacdes

celulares.
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Alguns estudos constituem exemplos da utilizac&teddipos de porfirinas na PDT
(Banfiet al., 2006; Bourrest al., 2002; Wieheet al., 2005).

Banfi et al. (2006) estudaram uma série de derivados tetréiposbcom potencial
de uso em medicina. Os resultados obtidos nestelcestugerem que 0S compostos
substituidos por apenas dois grupos arilo sdo efaiazes do que os correspondentes
derivados tetraarilicos no tratamento fotodindmieon células humanas de
adenocarcinoma de célon e que compostos hidroxassiudos sdo mais activos do que
os derivados metoxissubstituidos. Para além detgymas monoarilporfirinas séo
fotossensibilizadores particularmente promissoces) valores IC50 comparaveis, ou
ainda melhores do que as diarilporfirinas maisvasti

Recentement Banfet al. (2006) sintetizaram uma serie de derivados 5,15-
diariltetrapirrol, que na sua maioria mostram gearfidtotoxicidade em comparagao
guer com o Photofrin® quer com o MmTHPC numa linkgular humana de
adenocarcinoma do cdélon (Garibodtlial., 2009).

A presenca de atomos de halogéneos nestas estrypode ser um factor
importante para aumentar a actividade fotodinaméssejada (Serme al., 2008) devido
ao efeito do atomo pesado (Azenha, 2002), como dsimraalo por Gormaet al., 2004.

Como referido anteriormente, o oxigénio singletm égente fundamental do
processo terapéutico da PDT. O rendimento quardecoxigénio singleto de um
fotossensibilizador € regulado pela eficiénciardagicdo do fotossensibilizador de um
estado singleto para um estado tripleto que podensgimizada pela presenca dos
halogéneos. A possibilidade de incluir um atomoagesno fotossensibilizador pode
constituir um mecanismo para controlar os nivei®xigénio singleto (Gormadt al.,

2004).
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Gormanet al. (2004) demonstraram o efeito do atomo pesadidro, modulando a
producdo de oxigénio singleto em fotossensibilizasigpela exploracdo deste efeito.
Uma matriz de fotossensibilizadores com ou sem @ode bromo substituintes deu
origem a uma série de compostos com diferentess pirfgeracdo de oxigénio singleto.
A comparacdao directa da eficacia de fotossensdnibres que sé diferem na estrutura
molecular pela presenca de dois atomos de bromstraooum aumento na eficacia de
mais de mil vezes em ambas as linhas celularézaolas.

Além do efeito sobre as propriedades fotofisicad®tequimicas da porfirina, €
possivel que as estruturas halogenadas interfenamactividade da glicoproteina-P
(PGP). A PGP é um transportador membranar respenhgéla multi-resisténcia a
farmacos (MDR) em varios tipos de cancro, sendazae extrusar os farmacos anti-
cancro a partir do meio intracelular (Leske al. 2005). Moléculas halogenadas
(Chauffert et al., 1986; DeGregorioet al., 1989) tém a capacidade de interferir,
bloqueando a PGP, inibindo a sua accéo e reveriMDR. Elevada actividade anti-
cancro devido a presenca dos atomos de halogéemetgrmonstrada no caso do cloro e
do bromo (Dast al., 2008; DeGregoriet al., 1989; Umet al., 2008)

O mecanismo exacto da captacao de sensibilizadas pélulas do tumor € ainda
pouco conhecido. Existem evidéncias de que asripadi sdo transportadas no plasma
por lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e iot&zadas nas células através da
interaccao das LDL com o0s seus receptores nas meascelulares. A ligacao as LDL
provavelmente estad relacionada com as caractedstinfifiicas da molécula. A
presenca de um ou mais grupos hidroxilo aumentaao de hidrofilicidade das
porfirinas, e a este respeito, a metoxifenil povéiré considerada a precursora do
macrociclos tetrapirrol contendo hidroxifenil, deaeqgo mTHCP € o exemplo mais

valioso (Banfiet al., 2004).
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4. PERSPECTIVA CLINICA

Mais de 25 anos de intensos estudos e ensaiosodidecorreram, e milhares de
doentes foram tratados desde que a PDT foi reca#hemmo terapéutica em
oncologia.

Desde o licenciamento do Photofrin®, o primeirarfaco aprovado para PDT, a
investigacdo nesta area cientifica dinamica temu@ no sentido de consolidar e
garantir um uso desta terapéutica contra o caBer@or um lado a investigacao intensa
evoluiu no sentido de melhorar as propriedades igagndos fotossensibilizadores, a
tecnologia dos sistemas de aplicacdo de luz tamb&mtem sido esquecida. No
desenvolvimento dos farmacos o objectivo tem sidoethoramento de propriedades
Opticas, fisicas e quimicas, nomeadamente, aumdmteomprimento de onda de
absorcéao, da solubilidade e da eficiéncia de pr@alde espécies reactivas de oxigénio.

A maioria dos compostos em estudo, e que constippmanciais novos farmacos,
baseia-se na estrutura de ocorréncia natural, faip@r quer por ser a estrutura dos
compostos ja aprovados para tratamento, quer pelas propriedades quimicas e
selectividade tumoral.

A PDT ja provou ter numerosas vantagens em relagéo terapéuticas
convencionais, pois, € menos invasiva, € seleetivean poucos efeitos secundarios. No
entanto, apesar de ser uma terapia reconhecidausmarosos paises, e de existirem
varios farmacos aprovados e com indicacdes parrdtis tipos de cancro, a PDT
continua a estar pouco disseminada na praticacalilgumas das razbes para este
facto poderédo ser a falta de ensaios clinicos dadgs dimensdes; a resisténcia dos

clinicos em utilizar um novo tratamento, ja qudeaapéuticas convencionais tém boa
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taxa de resposta; ou as dificuldades em estabelgm#ocolos de rotina numa
terapéutica que depende de véarias variaveis (farnhax, caracteristicas da neoplasia).

O desenvolvimento de novos fotossensibilizadorestudes da biologia e
mecanismos da PDT ou casos clinicos estdo a skcauds regularmente. Pretende-se
que a molécula fotossensibilizadora tenha excedgmtepriedades fotodinamicas, seja
selectiva e possua boas propriedades farmaco@setiCom o surgimento de uma
terceira geracdo de fotossensibilizadores emergewosnsistemas de distribuicdo
selectiva dos farmacos, como conjugacdo com aptisoou componentes celulares e
lipossomas. E importante explorar estas possibiéidaassim como a possibilidade de
combinar a PDT com outras terapias.

Para tumores localizados € ainda importante imyestnétodos de entrega dos
farmacos localmente, de forma a melhorar a eficdeiatamento, diminuir o tempo de
tratamento e eliminar totalmente a reaccéo de getasbilidade da pele. Sdo de prever
progressos em técnicas de injeccdo intratumoralficprmente com agulhas
endoscopicas, que combinem a irradiacdo localizama a injeccdo localizada do

farmaco.
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