Substancias ativadas pela luz: potentes armas na batalha contra o cancer
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RESUMO

A terapia fotodinamica, recente no Brasil, ¢ uma metodologia médica empregada no
tratamento de diversos tipos de doengas de carater oncologico e ndo oncologico. Esta
terapia emprega a combinacdo de oxigénio e substancias ativadas pela luz
(fotossensibilizadores) na geracdo de radicais livres toxicos. Estes, por sua vez,
provocam uma cascata de eventos oxidativos que resultam na morte das células doentes
por processos de morte celular conhecidos como apoptose e/ou necrose. A proposta
deste artigo € apresentar os principios basicos, bem como o potencial de aplicagdo desta

modalidade de tratamento.

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a clinical treatment utilized in the therapy of cancer and
others diseases. In this therapy, ligth-sensitive-molecules, called photosensitizers, are
activated by visible ligth generating reactive species of oxygen. These reactive forms
initiate a sequence of oxidative events resulting in tumor cell death by apoptosis and/or
necrosis. The purpose of this article is to present the basic principles of PDT as well as

its potential of application on this modality of medical therapy.
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INTRODUCAO

Assim como a AIDS, o cancer ¢ a doenga que mais assusta a humanidade!
Todos os anos, algo em torno de sete milhdes de pessoas morrem por causa de cancer
no mundo, sendo 140.000 s6 no Brasill Em 2002, 400.000 brasileiros foram
diagnosticados como portadores desta patologia, e destes, 130.000 perderam suas vidas
(PIVETTA, 2004). Para 2006 o Instituto Nacional do Cancer fez uma estimativa de
427.000 casos, sendo que os tumores mais diagnosticados seriam: de prostata, pulmao,
estdbmago, mama, colo de tutero e intestino. Estima-se, que até o final de 2008, o cancer
de mama, um dos mais preocupantes, seja diagnosticado em mais de 49.000 brasileiras.
Previsdes para 2020 sugerem um numero assustador de 15 milhdes de novos casos no
mundo, sendo que 12 milhdes poderdo vir a falecer (INCA, 2008).

Os trés tratamentos mais empregados para o cancer sdo: quimioterapia,
radioterapia e cirurgia. Apesar da relativa eficacia, a perspectiva de cura nem sempre
existe e, além disso, os efeitos adversos, provocados por estas terapias, costumam ser
bastante dolorosos. Problemas como: queda de cabelo, nauseas, vOmitos, diarréia,
fraqueza, desfiguracdo e outros, sdo bem comuns. Por causa destes e outros fatores, a
terapia fotodinamica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy), sem efeitos colaterais
consideraveis, surge como uma alternativa cada vez mais empregada no tratamento de

diversos tipos de tumores (MACHADO, 2000).

UM POUCO DA HISTORIA DA PDT

Apesar de ser recente no Brasil, a PDT teve sua origem em 1900 quando o
estudante de doutorado Oscar Raab, orientado por von Tappeiner, observou que a
combinag¢do de luz solar com o corante acridina era capaz de destruir o microorganismo
paramécio (RAAB, 1900). Trés anos depois, foi realizada a primeira aplicacao clinica
da terapia fotodindmica com o uso tdpico de eosina e luz no tratamento de carcinoma
basocelular (TAPPEINER e JESIONEK, 1903). Em 1907, a PDT foi definida como
sendo a interacdo entre luz, uma substancia fotossensibilizadora (FTS) e moléculas de
oxigénio (O,) (TAPPEINER e JODLBAUER, 1907). O emprego desta combinagao
poderia resultar em um estresse oxidativo no tecido tumoral, levando-o a morte. Em
1924, observou-se que moléculas de porfirinas podiam, na presenga de luz, tornarem-se

toxicas para tecidos doentes (POLICARD, 1924). Quase no fim dos anos 60, Lipson



relatou um caso de tratamento bem sucedido de cancer de mama empregando, como
agentes fotossensibilizadores, derivados de porfirina conhecidos como hematoporfirinas
(HpD) e irradiagdo seletiva com luz visivel (LIPSON et al., 1966). Mais tarde, a equipe
de Weishaupt postulou que o oxigénio singlete (‘O,) era o principal agente toxico
produzido através da combinagdo entre luz, FTS e O, (WEISHAUPT et al., 1976). No
fim dos anos 70, a partir dos trabalhos do médico Thomas Dougherty e sua equipe, a
PDT passou a ser reconhecida como mais um tratamento para o cancer, tendo sido
empregada com sucesso no tratamento de varios tipos de tumores. Thomas Dougherty
foi um dos principais fundadores do mais avancado centro de terapia fotodinamica,
vinculado ao Roswell Parck Cancer Institute em Buffalo, EU.A (DOUGHERT e Mc
DONALD, 2001).

No Brasil, os estudos em PDT comegaram a ganhar espaco a partir de 1987,
nas dissertacdes de mestrado e teses de doutorado de Denise Maria Zezell (ZEZELL,
1987, ZEZELL, 1991), orientada por Jorge Humberto Nicola da UNICAMP.
Atualmente, alguns grupos importantes colaboram enormemente para o avango da PDT
no Brasil. Dentre estes grupos podemos citar os grupos do Laboratorio de Fotobiologia
e Fotomedicina chefiado pelo Dr. Anténio Claudio Tedesco da USP de Ribeirdo Preto-
SP, O Grupo do Dr. Renato Atilio Jorge da UNICAMP, Dr. Antonio Eduardo da Hora
Machado da Universidade Federal de Uberlandia, Dr. Noburu Hioka da Universidade
Estadual de Maringa, Dra. Roséngela Itri e Dra. Janice Perussi da USP de Sdo Carlos-
SP, Dr. Mauricio Baptista da USP de Sdo Paulo-SP, Dr. Jodo Paulo Tardivo da
Faculdade de Medicina do ABC, nosso Grupo do Laboratorio Priestley do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo e varios outros que
estiveram presentes no II Encontro Brasileiro de PDT realizado em 2007 em Sao Pedro-
SP. O primeiro encontro foi realizado em 2002, quando nosso grupo ainda estava sendo
formado. A importancia daquele evento, para o avanco da PDT no Brasil, foi tio
relevante, que no segundo encontro, em 2007, foi facil perceber o avango € o aumento
consideravel no numero de pesquisadores, médicos, veterinarios e dentistas que
passaram a se dedicar ao estudo e aplicag@o clinica desta terapia. O Hospital Amaral
Carvalho de Jau-SP, por exemplo, ja conta com um centro avangado de terapia
fotodinamica, que vem beneficiando muitos portadores de cancer. Além desse hospital,
o Instituto da Visdo da UNIFESP, emprega a PDT no tratamento da Degeneracdo Senil
da Macula (DSM), uma doenca considerada a segunda causa de cegueira nos idosos

(SILVA, 2008).



FUNDAMENTOS BASICOS DA PDT.

A PDT ¢ uma técnica que vem sendo utilizada no tratamento do cancer, bem
como em outras doengas de carater nao oncologico (RIBEIRO et al., 2005). Nesta
terapia, o paciente recebe uma dosagem de um FTS, que se acumula preferencialmente
no tecido tumoral (OLEINICK et al., 2002). Tal acimulo se d4 em razdo da formagao
de complexos intravasculares entre as substancias fotossensiveis e as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (MICHELS e SCHMIDT-ERFURTH, 2003). Devido a maior
concentragdo de receptores desta lipoproteina nas células tumorais (em comparagdo com
as normais), ha o acimulo preferencial dos fotossensibilizadores no tumor, de modo que
a seletividade para o tecido tumoral é maior, em relacdo aos tecidos sadios (SIMPLICIO
et al., 2002). Apos este acumulo, o médico irradia uma area delimitada, contendo o
tumor, empregando uma fonte energética que emita luz com comprimento de onda
acima de 600 nm. As fontes abaixo deste valor ndo sao eficientes, uma vez que a luz
emitida ¢ absorvida, em grande parte, por substancias presentes no organismo do
paciente como, por exemplo, a melanina. Isto dificulta a ativacdo do FTS e torna mais
dificil, a regressao tumoral. (OSTLER et al, 2000; RIBEIRO et al., 2005). A irradiagdo
do tecido doente tem como finalidade, provocar a excitacdo da SFTS. Esta ultima, ao
ser excitada, transfere energia e/ou elétrons para o oxigénio gerando espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species). Tais espécies geram uma cascata
de eventos oxidativos que culminam na morte do tecido tumoral pro processos de

apoptose e/ou necrose (McCAUGHAN, 1999).

FONTES DE LUZ EM PDT

Lampadas convencionais, diodos emissores de luz (LED) e lasers tém sido
usados como fontes de irradiagdo na PDT. O rapido desenvolvimento dos lasers com o
seu conseqiiente barateamento desestimula o uso de lampadas convencionais, uma vez
que os lasers sao mais eficientes na excitagdo do FTS. Suas elevada poténcia possibilita
que os periodos de irradiagdao do tumor sejam bem mais curtos. Além disso, ao contrario
das lampadas, eles sdo facilmente acoplados as fibras oticas permitindo irradiacdes de
tumores em orgdos internos. No entanto, no tratamento de grandes lesdes da pele, fontes

como os LED’s sdo superiores aos lasers devido ao seu largo campo de irradiagdo



Entretanto, mesmo com o barateamento, ainda existe a questdo a vantagem econdmica,
principalmente quando se trata de cancer superficial. Neste caso, o uso de lampadas

convencionais também tem se mostrado adequado (RIBEIRO et al., 2005).

AS ESPECIES REATIVAS GERADAS EM PDT

Os mecanismos de gera¢do de ROS, durante o tratamento com PDT, podem ser
dos tipos I e/ou II (SIBATA et al., 2000). O radical superoxido (O,") é gerado no
mecanismo tipo I através da transferéncia de elétrons do FTS, excitado pela luz, para o
oxigénio no estado fundamental. O O," pode favorecer o aparecimento de outras
espécies, como o radical hidroxila (OH®) e peroxinitrito (ONOQ"). Tais espécies sdo
bastante agressivas para o tecido tumoral (SHARMAN et al., 2000). No entanto, o
mecanismo que gera 'O, (tipo II), de transferéncia de energia, parece ser muito mais
comum em PDT (OCHSNER, 1997). Isto ocorre Em razdo das reagdes de transferéncia
de energia serem mais rapidas do que as reacgoes de transferéncia de elétrons observadas
no mecanismo tipo I (MACHADO, 2000; SILVA et al., 2008). Como o tempo de vida
do oxigénio singlete ¢ muito curto (~2us), esta espécie reativa reage no seu sitio de
formacgao. Esta caracteristica ¢ muito importante do ponto de vista clinico, ja que o raio
de agdo do oxigénio singlete fica restrito a regido do tumor, diminuindo as chances de
lesdes em tecidos vizinhos sadios. Oxigénio singlete ¢ mais agressivo que as demais
ROS e pode reagir instantaneamente com lipideos insaturados (incluindo colesterol),
aminodcidos (como o triptofano, histidina e metionina) e 4cido nucléicos. Lipideos
insaturados e proteinas sdo os principais constituintes das membranas bioldgicas.
Portanto, as reagdes fotoxidativas podem ocasionar alteracdes da permeabilidade
celular, provocando a morte do tecido tumoral (DOUGHERT e MC DONALD, 2001).
A maioria das drogas fotoquimioterapicas em uso, e outras substancias em avaliagdo
pela nossa equipe, sdo eficientes na producdo de 'O, (RIBEIRO e JORGE, 2004;
RIBEIRO e JORGE 2005; TEDESCO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007; RONCHI et
al., 2007; SILVA et al., 2008).

A MORTE DAS CELULAS TUMORAIS NA PDT



O transporte e a entrada dos fotossensibilizadores dentro das células sdo
afetados pelo ambiente celular, formacdo de complexos extracelulares entre
fotossensibilizador e proteinas, bem como, por propriedades fisico-quimicas como a
polaridade do fotossensibilizador e a natureza quimica dos substituintes laterais
presentes em sua estrutura, a presenca de metais ligados ao nucleo central porfirinico ¢ a
tendéncia dos fotossensibilizadores em sofrerem agregacao. Estudos t€ém mostrado que
os fotossensibilizadores podem ser localizados na membrana plasmatica, lisossomos,
citoplasma e mitocondria (OLEINICK et al., 2002) como demonstrado, também, pelo
nosso grupo em colaboracdo com a equipe do Dr. Anibal Vercesi da UNICAMP
(INADA et al., 2007). Devido a supressdao em sistemas biologicos, o tempo de vida do
oxigénio singlete ¢ curto (10-40 ns). Assumindo a mesma constante de difusdo para o
'0, como para o oxigénio molecular em células, o raio de agdo do oxigénio singlete é de
apenas 10-20 nm (MOAN et al., 1992). Portanto, a destrui¢do causada pelo efeito
fotodindmico ocorre préximo ao local de gera¢do primaria do 'O, na célula. Sendo
assim, somente as estruturas celulares proximas as regides com alta concentragao do
fotossensibilizador serdo destruidas pela PDT (JUZENIENE et al., 2006). Resultados
experimentais tém mostrado que a inativagdo das células aumenta com a lipofilicidade
dos fotossensibilizadores devido maior acumulo intracelular (NELSON et al., 1986).
Ressalta-se que fracdes muito pequenas do DNA das células podem ser destruidas pela
PDT desde que a maioria das porfirinas e demais Fotossensibilizadores (com exce¢do de
alguns compostos anidnicos e catidnicos) ndo se localizam no nucleo, o que ¢
interessante por evitar que produzam mutagdes e conseqilentemente efeitos
carcinogénicos (JUZENIENE et al, 2006). Entretanto, ressalta-se que
fotossensibilizadores soliiveis em agua (clorinas, meso-tetrafenilporfirinas sulfonadas e
ftalocianinas de aluminio di e tretrasulfonadas) causaram destruicdo do DNA apods
periodos de irradiagdes de baixa fluéncia ou periodos fracionados de irradiacdo devido a
redistribuicao dos fotossensibilizadores liberados de lisossomos para o nucleo da célula
(JUZENIENE et al.,, 2006). Resultados experimentais tém demonstrado que
fotossensibilizadores localizados em mitocondrias induzem a apoptose celular enquanto
que necroses celulares sdo observadas para fotossensibilizadores localizados em
lisossomos € na membrana plasmatica. Em 2005 nés publicamos um review reunindo os
melhores trabalhos experimentais que demonstram a importancia da participacdo da
mitocondria na apoptose de células tumorais induzida pela PDT (RIBEIRO et al., 2004).

Necrose e apoptose sdo dois caminhos pelos quais as células eucaridticas podem morrer.



A necrose ¢ caracterizada pelo fato de a morte celular ocorrer geralmente devido a
lesdes fisicas, como os danos vasculares nos tecidos tumorais ocasionados pela PDT,
enquanto que a apoptose ¢ uma morte geneticamente programada devido aos danos
genéticos subletais que sinalizam a uma série de proteases, como as caspases, para
catalisar reag¢des hidroliticas responsaveis pela clivagem e inativagdo de proteinas que
protegem as células da morte (ALMEIDA e LINDEN, 2005) O grande interesse pela
apoptose estd baseado no fato de que, em geral, ela ¢ induzida por baixas concentragdes
de medicamento que ndo sdo suficientes para alterar a homeostase celular.
Diferentemente, os processos necrdticos causam alteragcdes no equilibrio fisiologico
celular, o que resulta no influxo de 4agua para a célula e conseqiiente destruicao da
integridade da membrana, levando a um processo inflamatorio. Portanto, a morte celular
ocasionada por apoptose ndo causa processos inflamatorios na regido irradiada, o que ¢
vantajoso para os pacientes com cancer, quando comparada a uma massiva necrose e
uma subseqiiente inflamacao da regido necrosada (PLAETZER et al., 2005). Ding et al.
(2004) demonstraram que o processo apoptotico iniciado pela PDT pode ser ocasionado
pela degradagdo de proteinas transmembranicas (Ca’’-ATPase) responsaveis pelo
bombeamento de Ca*" do citosol ao interior do reticulo endoplasmatico (RE). Estas
proteinas, localizadas nas membranas do RE, mantém a concentragdo de ions Ca*" no
reticulo endoplasmatico de 3 a 4 vezes maior do que no citosol. Como o fon Ca®" é um
mensageiro secundario que pode sinalizar as células para iniciarem o processo
apoptdtico ou necrético, a degradagdo destas proteinas sarco-endoplasmaticas pode
causar um aumento da concentracdo de fons Ca*" no citosol, provocando a liberagdo de
citocromo C pelas mitocondrias. O citocromo C presente no citosol liga-se a
procaspase-9 (pro-enzima apoptotica), ocasionando a auto clivagem e ativacdo desta
caspase a qual ativa a caspase-3, desencadeando uma cascata de caspases que leva a
apoptose celular (OLEINICK et al., 2002). Fotossensibilizadores localizados em
lisossomos podem nao produzir fototoxicidade celular apés a irradiagdo, mas a
producdo de oxigénio singlete pode provocar a ruptura dos lisossomos, e
conseqiientemente, a liberagdo de enzimas lisossomais que podem degradar outros
componentes celulares (GEZE et al., 1993). Além disso, moléculas do
fotossensibilizador liberadas na ruptura dos lisossomos podem se relocalizar em outras
organelas como nas membranas mitocondriais, permitindo que fotodestruicdes possam
ocorrer em outros sitios celulares (MOAN et al., 1994). Pesquisas (GOLLNICK et al.,
1997; CASTANO et al., 2006) revelaram que a PDT também pode destruir o tumor via



modulacao da resposta do sistema imunologico, ativando ou suprimindo a produgao de
moduladores como as citoquinas. A expressao da interleucina-6 (proteina segregada
pelos macréfagos) (IL-6) em modelos de tumores de ratos aumentou depois da
aplicacdo da PDT, enquanto que a da interleucina-10 (citoquina antiinflamatéria)
diminuiu, sugerindo que o processo inflamatodrio seja devido, parcialmente, ao aumento
da expressdo da IL-6. Bellnier (1991) mostrou que proteinas receptoras da superficie
celular, ricas em cisteina, (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor), quando
administradas como adjuvantes do fotossensibilizador Photofrin® em PDT,
aumentaram a fototoxicidade e seletividade do fotossensibilizador em decorréncia do
TNF estimular o crescimento de macrofagos e conseqiientemente da resposta
inflamatoria. Foi demonstrado, também, que a PDT pode prolongar a expressdao da
ciclooxigenase 2 (COX 2), a qual ¢ responsavel por produzir mediadores inflamatdrios
chamados de eicosanoides (como prostaglandina E, (PGE,) e leucotrienos), regulando a
expressdo da interleucina-12 (pro-inflamatoria) e sua atividade anti-tumoral em

carcinomas de mama de ratos (MITSUHASHI et al., 2004).

SUBSTANCIAS FOTOSSENSIBILIZADORAS EM PDT

O primeiro fotossensibilizador aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) para ser utilizado clinicamente foi o Photofrin®, um derivado de hematoporfirina
o qual apresenta outros variantes comerciais (Photosan®, Photogem®, Photocarcinorin®
e Haematodrex®) (NYMAN e HYNNINEN, 2004; BROWN et al., 2004). Em razao
dos bons resultados obtidos em estudos clinicos o Photofrin® ja foi aprovado pelos
orgdos de satde de mais de 40 paises para tratamento de diversos tipos de cancer
(NYMAN e HYNNINEN, 2004). Atualmente, mais trés compostos aprovados pela
FDA estdo sendo utilizados na PDT: o Visudyne® (verteporfina ou monoacido derivado
de benzoporfirina) no tratamento da degeneracdo macular, o Levulan® (4cido
aminolevulinico) no tratamento da queratose actinica, e 0 Metvix® (aminolevulinato de
metila) no tratamento de queratose actinica e carcinoma basocelular (NYMAN e
HYNNINEN, 2004; BROWN et al., 2004). Ressalta-se que o Visudyne® também foi
recentemente aprovado pela EMEA (European Medical Agency) e a CPHA (Canadian
Public Healthy Agency) para o tratamento da degeneracdo macular. Mais recentemente,
um novo fotossensibilizador (Foscan®, m-tetrahidroxifenilclorina) foi aprovado pela

EMEA para uso no tratamento de carcinomas celulares da cabeca e do pescoco (SILVA,



2008). Além disso, outros compostos estao sendo estudados em testes clinicos de fase I,
IT e III, para aplicagdes em diversos tipos de cancer, como ftalocianinas de aluminio
sulfonadas, ftalocianinas de zinco, etiopurpurinato de estanho (IV), texafirinato de
lutécio (III), e hexoxifitoclorina (SILVA, 2008). Em 2002 nosso grupo iniciou seus
estudos em PDT. Atualmente, uma das nossas linhas de pesquisa é a investigacdo de
novas substancias para uso clinico em PDT. Nossos trabalhos pré-clinicos tém revelado
substancias promissoras como octaetilporfirina (TEDESCO et al., 2005) tetra-
mesitilporfirina (RIBEIRO e JORGE, 2005), protoporfirina de magnésio (RONCHI et
al., 2007), e tetrafenilporfirina de indio (SILVA et al., 2008) (Fig. 1). Todas estas
substancias se mostraram muito eficientes na producao de oxigénio singlete, destruicdao

de biomoléculas e células, quando expostas a luz, na presenca de oxigénio.

Figura 1

CONCLUSOES

Desde os trabalhos da equipe de Von Tappeiner, no inicio do século passado, dos
esfor¢os de Thomas Dougherty e varios outros, a PDT vem se tornando cada vez mais
eficiente e popular. No Brasil, ela vem ganhando mais espaco a cada ano com a
consolidacdo de fortes grupos de pesquisa e o surgimento de varios outros, muitas vezes
implantados por membros dos primeiros grupos criados. Mas a PDT, no Brasil, ndo se
restringe somente aos laboratorios de pesquisa! Varios profissionais médicos, médicos
veterinarios e dentistas estdo empenhados na implantagdo € modernizacao de excelentes
centros de tratamento com PDT. A busca por novos e mais eficientes
fotossensibilizadores, a utilizacdo de encapsuladores para melhorar a seletividade e
eficiéncia fotodindmica dos mesmos, o desenvolvimento de modernas fontes de
radiacdo, bem como a implantacdo de centros de tratamento sdo apenas algumas das
inimeras provas de que a PDT j4 se consolidou como uma poderosa arma no combate

a0 cancer.
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Figura 1. Fotossensibilizadores derivados de porfirinas investigados pela nossa equipe.
Octetilporfirina (A), tetra-mesitilporfirina (B), protoporfirinas de magnésio (C) e zinco

(D) e tetrafenilporfirina de indio (E).
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