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Fundamentos de terapia fotodinamica

Lilian Tan Moriyama e Clévis Grecco

Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdao Carlos, SP, Brasil.

A terapia fotodindmica é uma modalidade terapéutica bem estabelecida
aplicada clinicamente na oncologia, oftalmologia, dermatologia,
odontologia, entre outras areas. Essa terapia baseia-se na ativacio por luz
de um agente fotossensibilizador, resultando na transferéncia de energia e
desencadeando a formacgdo de espécies reativas de oxigénio que sio
citotéxicas, capazes de induzir células a morte. Para que a terapia
fotodinamica seja corretamente indicada e aplicada no tratamento de
doencas, é de extrema importancia conhecer os fundamentos envolvidos.
Neste capitulo apresentamos os conceitos basicos de interacio da luz com

tecidos biolégicos e da fotoquimica e fotofisica envolvidas na TFD.
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Fundamentos de terapia fotodinamica

1 Introducao

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica que se
baseia em processos fotoquimicos e fotofisicos para induzir células a morte.
Esta terapéutica tem sido utilizada no tratamento local de diversas
neoplasias e vem conquistando espaco dentre as modalidades de
tratamento do cancer no mundo e no Brasil. Para que essas reacoes
fotoquimicas e fotofisicas ocorram, trés ingredientes sdo primordiais: um
fotossensibilizador, a luz e o oxigénio molecular presente no tecido.

A primeira etapa para aplicacdo da TFD é a administragdo de uma
substancia conhecida como fotossensibilizador (F'S), que pode ser aplicada
por via sistémica, local ou tépica em um paciente que tenha uma lesdo
neoplasica (que pode ser maligna ou néo). Apdés a administragdo do
fotossensibilizador, aguarda-se um periodo de tempo para que o FS
acumule-se preferencialmente nas células-alvo; em seguida, utilizando
uma fonte de luz em comprimento de onda adequado ao FS que esta sendo
utilizado, é realizada a iluminagdo da lesdo (Figura 1). Durante a
iluminacio, as moléculas do FS absorvem energia e vio para um estado
energético mais alto, e ao retornarem para o estado fundamental,
transferem energia para outras moléculas que estdo ao seu redor,
principalmente o oxigénio molecular, desencadeando a formacdo de
espécies citotoxicas que levam as células e consequentemente o tecido-alvo
a morte [1, 2].

Apesar de parecer um procedimento simples, para que a TFD seja um
procedimento bem sucedido é importante o estabelecimento de uma
correta dosimetria. Existe uma grande variacdo das propriedades 6pticas
durante o procedimento devido as interfaces fibra/ar/agua/tecido. Quando
a luz chega ao tecido, ainda ha de se considerar os efeitos de espalhamento
e absorcdo. Além disso, a existéncia de macromoléculas presentes no
constituinte celular, a eficiéncia de geracdo de oxigénio singleto e a
eficiéncia de formacdo de espécies reativas de oxigénio, sdo fatores

importantes a serem considerados para estabelecer a dosimetria da TFD.
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¢

Figura 1. O procedimento padrdo da TFD: inicia-se com a fotossensibiliza¢ido do
paciente/lesdo, seguido de um tempo de espera para o acimulo do FS no tecido alvo
e finaliza com a iluminacgao da lesdo.

Neste capitulo, serdo apresentados: um breve comentdrio sobre a
interacdo da luz com o tecido bioldégico, uma visdo geral dos processos
fotoquimicos que levam a produgdo de substédncias citotdxica, e a

1mportancia do oxigénio neste processo.

2 Interacao da luz com os tecidos biolégicos

A luz é o ingrediente que ativa as reagdes fotodinamicas. E
importante saber que a fonte de luz para a TFD deve ser adequada ao
fotossensibilizador utilizado e deve ter algumas caracteristicas especificas
para o estabelecimento da correta dosimetria.

Quando a luz incide em um tecido biolégico, diferentes processos
podem acontecer: reflexdo, refracdo, transmissio, espalhamento e
absor¢do. A ocorréncia destes processos depende das propriedades épticas
do tecido que sido intrinsecas de cada tecido bioldgico. As possiveis
interagées que podem ocorrer entre luz e o tecido bioldgico estdo
representadas na Figura 2.

Sempre que um feixe de luz incide na superficie de um tecido
biolégico, uma pequena porc¢do dele sofre reflexdo especular, isto é, o
angulo do feixe refletido tem o mesmo angulo do feixe incidente. Ao
adentrar o tecido bioldgico, o feixe sofre o fenomeno da refragéo, que ocorre

devido diferencas de indice de refracdo no meio, neste caso, ocorrem
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desvios no angulo de propagacdo da luz. O espalhamento da luz é o
fendomeno cujo efeito é mais evidente, pois é ele que faz com que a luz sofra
mudancas na dire¢do de propagacgio, fazendo com que um volume de tecido
seja iluminado. Um exemplo disso ocorre quando iluminamos a ponta do
dedo com um laser pointer vermelho, o feixe colimado (de poucos
milimetros de diametro) que atinge a pele propaga-se fazendo com que

toda a ponta do dedo fique iluminada.
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Figura 2. Possiveis interagdes que podem ocorrer entre a luz e o tecido biolégico.

O espalhamento é também um dos grandes responsaveis pela perda
de intensidade da luz conforme ela se propaga no tecido. No entanto, a
absor¢do é o evento mais relevante para perda de intensidade de luz e é
ela também que limita a profundidade de penetracdo nos tecidos. E a
absor¢cio de luz pelos cromoéforos do tecido (dgua, melanina, oxi e
desoxihemoglobina e citocromos) que promovem os efeitos biolégicos de
qualquer modalidade de fototerapia. Sem absorcido de luz, ndo ha efeito
terapéutico. A Figura 3 sumariza os principais fenomenos da interacéo da

luz com o tecido bioldgico e seus respectivos efeitos.
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Figura 3. Tipos de intera¢io da luz com o tecido e respectivo efeito promovido.

E importante ressaltar que essas interagdoes dependerdo do
comprimento de onda da luz e da composi¢do do tecido, de modo que a
escolha da fonte de luz dependera do efeito que se deseja promover no
tecido. A Figura 4 mostra a profundidade de penetracdo da luz na pele
para varios comprimentos de onda na regido do ultravioleta até o

infravermelho préximo.
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Figura 4. Profundidades de penetragdo da luz para diferentes comprimentos de
onda. Comprimentos de onda menores sdo absorvidos pelos constituintes do tecido
biolégico, limitando a penetracdo da luz.
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Observe que luz na regido do ultravioleta apresenta penetragdo muito
superficial na pele, restringindo-se apenas as primeiras camadas de célula

da epiderme. Conforme se aumenta o comprimento de onda para a regido
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do vermelho, a penetracdo aumenta, podendo chegar a cerca de 3 mm de
profundidade. Maiores profundidades podem ser alcancadas quando se
utiliza comprimentos de onda na regido do infravermelho préximo, no
intervalo de 800 a 900 nm, aumentando para 1000 nm, a penetracio da
luz volta a diminuir, devido a alta absorcdo da Agua nesta regido do
espectro (Figura ).

Esta penetracdo da luz na pele estda diretamente relacionada aos
constituintes do tecido, que absorvem luz de maneira diferente. Tanto a
melanina quanto a hemoglobina, possuem alta absor¢do em comprimentos
de onda na regido do ultravioleta e azul, sendo pouco absorvedores em
comprimentos de onda acima de 600 nm. No entanto, a 4gua sendo um dos
principais constituintes dos tecidos, apresenta uma alta absor¢do acima de
900 nm, de modo que a janela 6ptica bioldgica estd na faixa de 600 a

1200 nm, onde a penetracio da luz nos tecidos é maxima (Figura 5).
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Figura 5. Absorbancia relativa em fun¢do do comprimento de onda. A regido entre
as linhas pontilhadas indica a janela 6ptica, regido onde ocorre maior penetragdo
da luz devido a menor absorgéo pelos constituintes do tecido biolégico.

26



Fundamentos de terapia fotodinamica

3 Fotoquimica e fotofisica na terapia fotodinamica

Como falado no inicio do capitulo, a TFD envolve a interacgéo da luz
com um fotossensibilizador e o oxigénio molecular para promover morte
celular e tecidual.

A maioria dos fotossensibilizadores atualmente empregados em TFD
apresenta alta absorbancia na regido do ultravioleta, conhecida como
banda de absorc¢io de Soret. Em comprimentos de onda mais longos, acima
de 500 nm (inicio da cor verde) até 630 nm (vermelho), outras bandas de
absor¢do aparecem conhecidas como bandas-Q. A Figura 6 mostra os
espectros de absorcdo de dois tipos de fotossensibilizadores utilizados em
TFED, um derivado de hematoporfirina e um derivado de clorina. Note que
ambos possuem diversas bandas de absorcio, o que faz com que possamos
escolher diferentes comprimentos de onda para desencadear as reacoes
fotodinamicas, no entanto, quando se deseja promover um tratamento em
maior profundidade possivel, opta-se pelo uso de uma fonte de luz na
regido de 630 nm para o derivado de hematoporfirina e na regido de 660

nm para o derivado de clorina.
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Figura 6. Exemplos de espectros de absorbancia de fotossensibilizadores
empregados na TFD: um derivado de hematoporfirina e um derivado de clorina.
Em destaque, as bandas de absorbancia destes FSs, préximas a janela 6ptica
biolégica.

Novos FS tém sido sintetizados com a finalidade de aumentar ou

deslocar bandas de absorbancia para a regido do infravermelho (janela
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Optica biolégica) onde ha maior penetragio da luz no tecido, de modo que
um maior volume de lesdo pode ser tratado.

Para melhor compreender os eventos fotoquimicos e fotofisicos da
TFD, podemos observar o diagrama de Jablonski adaptado, mostrado na
Figura 7, onde estdo representados os niveis energéticos do
fotossensibilizador e os eventos que podem ocorrer quando uma molécula
de FS absorve energia a partir de um féton. Observe que o estado
fundamental do FS é o estado singleto (So), que ao absorver um foton é
excitado para um estado eletronico de maior energia e de curto tempo de

vida.
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Figura 7. Diagrama de Jablonski adaptado, mostrando os possiveis niveis de
energia que a molécula pode alcancar apds absor¢do de energia e a transferéncia
de energia para o oxigénio molecular.

Para cada nivel eletronico existente (Sn) em uma molécula ha varios
niveis vibracionais, ao ser excitado para um desses niveis, o elétron decai
rapidamente para o menor nivel vibracional do referido estado excitado.
Este fenomeno é chamado de relaxagédo vibracional, e é muito mais rapido
(da ordem de 10-2 g) que o decaimento entre estados eletronicos. Apds
alcancar o menor nivel vibracional do estado eletronico Si, o FS pode
voltar ao estado So emitindo fluorescéncia ou interagindo com outras

moléculas, por um processo ndo radiativo chamado converséo interna (CI).
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No estado Si, o F'S pode transferir carga elétrica para os constituintes do
meio gerando espécies oxidativas [3].

Neste estado Si, hd a probabilidade do FS realizar uma transicao
chamada de cruzamento intersistema (ISC, do inglés intersystem crossing),
para um estado tripleto (T1) metaestavel de tempo de vida mais longo. O
tempo de vida neste estado é da ordem de microssegundos a
milissegundos, que pode resultar no retorno diretamente para o estado
fundamental, por emissdo de fosforescéncia ou através de meios nio
radiativos. No estado tripleto, a molécula pode sofrer quenching
(supressao), doando energia para o Oz presente na célula e retornando
para o estado fundamental. A molécula de Oz que recebe esta energia vai
de um estado fundamental tripleto para um estado singleto, o qual é por
sua vez, altamente citotéxico, por seu alto potencial reativo,

desencadeando uma cascata de eventos que resulta na morte da célula
(Figura 8) [3].

Reacodes Fotoquimicas Primarias

*PS* + 'PS* - PSt+ pSTT
Reacdes do Tipo | 3ps* + Substrato —» Substrato**+ PS™*

PS™* +0,(°E;)~ PS +03°
PS+hv > °PS*

Reagdes do Tipo I ~{ 3PS~ + 0,( Szg_) - PS +0y( lf:‘g)

Reacodes Fotoquimicas Secundarias Reacdes Citotoxicas — Dano Celular
OE* + 05* - HzOz OHit
03" + Hy0, - 0;( *2;) + OH™ + OH™" to,( 'a,)
03" + Fe(IlI) - 05 ( *£7) + Fe(ID) H,0,
Fe(I) + H,0, — Fe(Ill) + OH™ + OH ™" 07" 02 %)
Substrato** -

Figura 8. Reacoes fotoquimicas priméarias e secunddrias que ocorrem da absor¢io
da energia luminosa pelo fotossensibilizador promovendo uma cascata de eventos
que geram reacdes quimicas que resultam na morte celular.
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Vé-se, entdo, que o sucesso da TFD depende fundamentalmente da
oxigenacdo do tecido durante a terapia. Considerando a importancia da
quantidade de Oz nesta técnica, surge a necessidade de olhar com mais
atencdo para a quantidade de oxigénio consumida. Além disso, o oxigénio
molecular (Oz2) é o oxidante primério nas fungdes vitais de seres vivos,
tendo participagdo importante na producdo de energia na cadeia
respiratéria da mitocondria. A insuficiéncia de Oz intramitocondrial
resulta na dificuldade da produgéo energética da célula, levando-a a morte
[4].

A quantidade de oxigénio disponivel no tecido torna-se um fator
limitante para a producao de oxigénio singleto, e consequentemente para a
TFD. E por isso que lesdes hipéxicas ndo sdo indicadas para o tratamento
devido a probabilidade de recidivas ou metastases.

Além das reacgdes fotodindmicas serem dependentes de oxigénio, a
préopria TFD possui um efeito sobre a oxigenacido do tecido-alvo. Numa
primeira etapa, as reagdes oxidativas promovidas pela TFD levam a
deplecdo de oxigénio no sitio de tratamento. Em uma segunda etapa,
alteracbes promovidas pela terapia podem levar a oclusdo de vasos
sanguineos que consequentemente compromete a oxigenacao tecidual.

Na literatura, ha diversos trabalhos que relatam a relacdo entre a
intensidade de luz utilizada (em mW/cm? ) com os danos vasculares
induzidos. O uso de intensidades mais baixas, menores que 100 mW/cm?
em geral promovem danos vasculares de forma tardia, o que faz com que
haja aporte sanguineo e de oxigénio durante a terapia; enquanto que o uso
de intensidades mais altas leva a um rapido dano vascular e
consequentemente rapida deplegdo de oxigénio no sitio de tratamento [5—
8].

H4 mais de 50 anos que a TFD foi usada pela primeira vez em
tratamentos oncolégicos, desde entdo seu potencial tem sido amplamente
explorado, principalmente, em tratamentos dermatoldgicos e

oftalmoldgicos.
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A escolha do tipo de droga e sua dose, o comprimento de onda de
ativacédo, e o intervalo droga-luz, podem aumentar a efetividade e também
reduzir os efeitos colaterais da terapia, para isso, o protocolo de
tratamento deve ser otimizado e padronizado. Os pesquisadores da area de
TFD nao devem estar focados apenas em desenvolver novos
fotossensibilizadores, ou novos equipamentos, mas sim em pacotes de
tratamentos completos que consistem do FS, a fonte de luz e o protocolo
especifico otimizado para uma aplica¢ido em particular.

A avaliacdo cuidadosa dos campos de aplicacdo para a TFD e a
otimizacdo e padronizacdo de protocolos clinicos para determinados tipos
de lesdo, podem contribuir para o estabelecimento da TFD para o

tratamento de cancer.

Referéncias bibliograficas

[1] Dougherty Td, Gomer CJ, Henderson BW, et al. Photodynamic Therapy.
JNCI J Natl Cancer Inst 1998; 90: 889—905.

[2] Bagnato VS. Terapia Fotodindmica Dermatolégica: Programa TFD Brasil.
Sao Carlos: Compacta grafica e editora, 2015.

[3] Wilson BC, Patterson MS. The physics, biophysics and technology of
photodynamic therapy. Physics in Medicine and Biology. Epub ahead of
print 2008. DOI: 10.1088/0031-9155/53/9/R01.

[4] Fuchs J, Thiele J. The role of oxygen in cutaneous photodynamic therapy.
Free Radical Biology and Medicine 1998; 24: 835—-847.

[5] Xu T, Lan Y, Wu X. Application of lower fluence rate for less
microvasculature damage and greater cell-killing during photodynamic
therapy. 2004; 150-154.

[6] Sitnik TM, Henderson BW. The Effect of Fluence Rate on Tumor and
Normal Tissue Responses. 1998; 67: 462—466.

[7] Henderson BW, Busch TM, Snyder JW. Fluence Rate as a Modulator of
PDT Mechanisms. 2006; 1-5.

[8] Veenhuizen RB, Stewart F a. The importance of fluence rate in
photodynamic therapy: is there a parallel with ionizing radiation dose-rate
effects? Radiother Oncol 1995; 37: 131-5.

31



