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Resumo — A Terapia Fotodinamica (PDT) envolve a administragdo de um farmaco fotossensibilizador
seguida de ativacdo por luz em comprimento de onda especifico. O que resulta numa seqiiéncia de
processos fotoquimicos e fotobiolégicos que causam dano irreversivel ao tecido tumoral. Foi demonstrado
em estudos nas Ultimas décadas que células do estroma tumoral, como os Macrofagos Associados ao
Tumor (TAMs) acumulam maior quantidade de farmaco fotossensibilizador que as células tumorais. Por
essa razdo, muitos pesquisadores passaram a estudar os efeitos da PDT em TAMs. A PDT tendo TAMs
como alvo, pode ser eficiente ndo s6 devido a afinidade que estes tém pelo farmaco fotossensibilizador,
mas também porque a eliminacado dos TAMs afeta rapidamente importantes fung6es metabdlicas do tumor
que séo influenciadas por eles como a angiogénese e a metastase.
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Introducéo

A Terapia Fotodindmica (PDT - Photodyamic
Therapy) envolve a administracdo de um farmaco
fotossensibilizador seguida de ativagcdo por luz em
comprimento de onda especifico. O que resulta
numa sequéncia de processos fotoquimicos e
fotobiologicos que causam dano irreversivel ao
tecido tumoral (DOUGHERTY et al., 1998).

Durante a progressdo neoplasica, macréfagos
assim como outros leucécitos séo recrutados para
o interior da massa tumoral e iniciam a resposta
imunol6gica. No entanto, as células cancerigenas
sdo capazes de escapar do sistema imune que
ndo é capaz de destrui-las completamente. Dessa
forma, os macréfagos podem tanto ajudar a
impedir o estabelecimento e a disseminacdo de
células tumorais como apoiar seu crescimento
(DIRKX et al., 2006).

Foi demonstrado em estudos nas Ultimas
décadas que células do estroma tumoral, como os
Macrofagos Associados ao Tumor (TAMs - Tumor-
associated macrophages) acumulam  maior
guantidade de farmaco fotossensibilizador que as
células tumorais (KORBELIK et al., 1991). Por
essa razdo, muitos pesquisadores passaram a
estudar os efeitos da PDT em TAMs (BRASSEUR
et al.,, 1999; HAMBLIN; MILLER; ORTEL, 2000;
CHOI et al., 2004; LIU; HAMBLIN, 2005).

Macréfagos Associados ao Tumor (TAMSs)
Os tumores solidos sdo formados por células

malignas e estroma, que apesar de
interdependentes, influenciam-se mutuamente. O

estroma tumoral é formado por vasos sanguineos,
matriz extracelular e leucécitos inflamatérios, entre
eles os TAMs (LEWIS et al.,, 1995). Macréfagos
infiltrados chegam a representar metade da massa
do tumor (SICA; SACCANI; MANTOVANI, 2002).

Com base no seu estado de ativacéo,
macrofagos podem ser referidos como Tipo | (ou
M1 ou via classica) ou Tipo Il (ou M2 ou via
alternativa). A ativacdo de macréfagos M1 ocorre
em resposta a produtos microbianos ou interferon
gama (IFN-y) e é caracterizada pela alta producéo
de interleucinas-12 (IL-12) e IL-23 (LAMAGNA,;
AURRAND-LIONS; IMHO, 2006).

Uma vez polarizado como M1, o macréfago é
caracterizado pela alta capacidade de apresentar
antigenos e de produzir fatores que promovem a
proliferacéo e atividade de células T. Esta ativagéo
também resulta em alta producéo de substéncias
toxicas, tais como intermediarios de oxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio (EROs). Assim, os
macréfagos M1 podem servir como potentes
células efetoras que matam microorganismos e
células tumorais, apresentam antigenos e
produzem grandes quantidades de citocinas pré-
inflamatérias. TAMs localizados no microambiente
do tumor exibem polarizacdo M2. A exposi¢do a
glicocorticdides, IL-4, IL-10 e IL-13 induz TAMs a
desenvolverem-se para o Tipo Il. Estas células
apresentam pouca capacidade de apresentar
antigenos, produzem fatores que suprimem a
proliferacdo celular e a atividade de células T e
geralmente sdo mais bem adaptadas a eliminacéo
de restos celulares, promocao da angiogénese, e
reparacdo e remodelacdo de tecidos danificados.
Macréfagos M1 expressam receptores
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opsonizadores (como FcyRIl [CD16]) quando
expostos a sinais classicos de ativacdo como IFN-
y e LPS. Em contraste, macrofagos M2 expressam
preferencialmente receptores ndo opsonizadores
como receptor manose (MR) e receptor
scavenger. (MANTOVANI et al., 2002; SICA et al.,
2006).

RECRUTAMENTO

Com o crescimento do tumor solido, a difusao
do oxigénio e nutrientes aos tecidos torna-se
insuficiente e ha aparecimento de mdltiplas areas
de hipoxia. Isso ocorre geralmente quando o tumor
atinge 2 mm de didmetro. Alguns fatores
produzidos nestas areas sao potentes na atracao
de mondcitos que sao continuamente recrutados
em tumores, diferenciados em TAMs, e em
seguida acumulam-se nos dominios hipoxicos
onde produzem os fatores de transcricdo HIF-1 e
HIF-2 (fator induzivel por hipdxia). Esses por sua
vez ativam um vasto conjunto de genes de
promogdo de células tumorais, invasdo e
angiogénese (LEE; LIU; HUANG, 2006).

A quimiocina CCL2, também chamada de
proteina-1 quimiotatica de monécito (MCP-1) é
provavelmente a citocina da familia CC (cisteina-
cisteina) mais frequiente em tumores desde sua
descricdo como fator quimiotatico. Niveis baixos
de secrecdo de CCL2, com acumulo fisiolégico de
TAMs, promovem a formag&o do tumor, enquanto
a alta secrecdo de CCL2 resulta em massiva
infiltracdo de macrofagos na massa do tumoral e
na sua destruicio (MANTOVANI; ALLAVENA,;
SICA, 2004).

Outras guimiocinas envolvidas no
recrutamento de mondcitos estdo CSF-1 (ou M-
CSF, fator estimulador de colénias de
macréfagos), CCL3, MIP-1a (proteina inflamatéria
de macréfagos 1 — alfa), CCL4, CCL5 (RANTES),
CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), VEGF, e MIF
(fator inibitério de macrofago) (SHIH et al., 2006;
SICA et al., 2006). O fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) também funciona como um fator
quimiotatico de mondcitos para areas de hipOxia
do tumor (GURUVAYOORAPPAN, 2008).

ANGIOGENESE, INVASAO E METASTASE

A angiogénese € necessaria para o
crescimento tumoral, progressdo e metastase. A
angiogénese envolve a degradacdo da membrana
basal e a invasdo do estroma por células
endoteliais que proliferam, migram e se tornam
organizadas numa estrutura capilar (CHEN et al.,
2003).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) séo
enzimas extracelulares proteoliticas capazes de
digerir varios componentes estruturais da matriz
extracelular (PAZOS, NADER, 2007). Macréfagos
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sdo capazes de produzir MMP-2, MMP-7, MMP-9,
MMP-12 (MANTOVANI; ALLAVENA; SICA, 2004;
LEE; LIU; HUANG, 2006).

Os macrofagos podem produzir tanto
moléculas pro-angiogénicas  quanto  anti-
angiogénicas (BINGLE et al., 2002). Em cobaias
CSF-induzidas, a metaloelastase (MMP-12)
produzida por TAMs gera angiostatina (DONG et
al., 1998). Angiostatina é uma molécula anti-
angiogénica resultante da clivagem proteolitica do
plasminogénio  por  proteases, que sdo
principalmente produzidas por TAMs (DONG, et
al., 1997).

Em geral, para a interacdo com células
neoplasicas, as fungdes pro-angiogénicas dos
TAMs prevalecem. Em varios estudos em tumores
humanos, a acumulacdo de TAMs tem sido
associada a angiogénese (SICA et al., 2006).

Varios de fatores de crescimento como VEGF,
fator béasico de crescimento de fibroblastos
(bFGF), fator de crescimento epidermal (EGF) e
fator de transformacado do crescimento B (TGFB),
fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) sao conhecidos por serem produzidos por
TAMs (MANTOVANI; ALLAVENA; SICA, 2004).

Eles ndo sdo apenas fatores de crescimento
de células tumorais, como também sao potentes
agentes mitogénicos para promover a proliferagéo
de células endoteliais (LEE; LIU; HUANG, 2006).

Citocinas também estdo envolvidas no
processo de angiogénese. As citocinas IL-8
(também chamanda de CXCL-8), IL-6 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) sédo produzidas por
TAMs. IL-8 e TNF-a estimulam a angiogénese, ja
IL-6 promove a ativacdo de MMPs (LEE; LIU;
HUANG, 2006; GURUVAYOORAPPAN, 2008).

Macréfagos hipoxicos sao suscetiveis de
promover o comportamento invasor e/ou
metastatico das células tumorais através da
liberagdo de fatores pro-invasivos tais como MIF e
fator de tecido (TF). MIF modula as atividades de
uma série de tipos de células de tumores,
incluindo a estimulacdo da motilidade das células
tumorais. O MIF causa liberacdo de MMP- 9, que
por sua vez, degrada componentes da matriz
extracelular, aumentando assim a motilidade das
células do tumor. TF ¢é wuma proteina
transmembranar primariamente envolvida na
cascata de coagulacdo que também desempenha
um importante papel na metastase de tumores
sélidos. Dentro dos tumores o TF é expresso pelas
células tumorais, células endoteliais, fibroblastos e
macrofagos e promove a geragao de trombina em
tumores. A trombina promove a atividade
metastatica das células tumorais (LEWIS,
MURDOCH, 2005).
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Liu e Hamblin (2005) observaram que a
afinidade dos macréfagos com o farmaco
fotossensibilizador ocorre devido a expressdo de
receptores do tipo scavenger, caracteristicos
desse tipo celular.

Os receptores scavenger sdo estruturalmente
receptores multi-ligantes independentes que séo
definidos por sua capacidade de endocitar ligantes
polianiénicos (STUART, EZEKOWITZ, 2008).

Macréfagos de reticulo-sarcoma da linhagem
celular murina J774 tém sido usados como modelo
para o estudo da PDT, em especial na PDT tendo
0 receptor scavenger como alvo. Por exemplo,
sabe-se que o receptor scavenger classe-A é
expresso em células J774, mas ndo em células
HepG2 de carcinoma hepatocelular humano. O
gue permite analisar o papel do receptor
scavenger na PDT através de estudo comparado
entre as linhagens (CHOI et al., 1994).

Brasseur e colaboradores (1999) descreveram
a preparacao e fototoxicidade de uma série de
farmacos fotossensibilizadores conjugados entre
BSA e aluminio ftalocianina tetrasulfonada
(AlPcS,). Foram utilizadas as linhagens J774 e
EMT-6 (células de carcinoma mamario murino)
gue nao expressam receptor scavenger. A
absorcdo do farmaco fotossensibilizador nédo foi
medida diretamente, mas foi encontrado alto grau
de fototoxicidade nas células J774.

Do mesmo modo, Hamblin, Miller e Ortel
(2000), conjugaram covalentemente 0
fotossensibilizador clorina €6 e a proteina BSA.
Tal como no estudo anterior, 0s conjugados
exibiram maior internalizacdo e atividade
fotodindmica em células J774 em comparacao
com a linhagem ndao-fagocitica OVCAR-5 de
células de carcinoma de ovario humano. A
captacdo e fototoxicidade em células J774 foram
fortemente diminuidas apds incubacdo a 4°C,
indicando rota de entrada endocitica.

Huang e colaboradores (2003) sintetizaram
uma ftalocianina catibénica que foi posteriormente
conjugada a BSA. Fotossensibilizadores catiénicos
tém afinidade com a mitocéndria, aumentando
assim a sua capacidade de promover apoptose.
Para os testes in vitro foram utilizadas as
linhagens J774 e células HepG2. Nas células
HepG2 a fototoxicidade do conjugado foi
significativemente maior do que a da ftalocianina
ndo conjugada, onde 80% das células
sobreviveram quando submetidas a PDT com a
ftalocianina ndo conjugada enquanto menos de
30% das células sobreviveram a PDT com o
conjugado. Os resultados da fototoxicidade do
conjugado foram ainda melhores com a linhagem
J774, cuja viabilidade celular caiu de 74% (para a
ftalocianina ndo conjugada) para 2% (para o
conjugado). Os autores nao citam o receptor

WHEPG

ILINICr

scavenger, mas atribuem esse resultado a
afinidade que os macrofagos tem por BSA.

Choi e colaboradores (2004) descreveram a
preparacdo e fototoxicidade de wuma zinco
hexadeca-carboxi ftalocianina e uma hexadeca-
carboxi ftalocianina livre. Foram utilizadas as
linhagens J774 e células HepG2 e a viabilidade
celular foi determinada por ensaios colorimétricos
de MTT (3-(4,5-dimetiazol-2-il-2,5-brometo de
difeniltetrazélio). Na auséncia de luz, os
fotossensibilizadores nao apresentaram
citotoxicidade. Apds irradiacao, a HepG2 mostrou-
se resistente ao efeito fototdxico das duas
ftalocianinas enquanto J774 mostrou-se muito
sensivel. Os resultados indicam que o receptor
scavenger esta envolvido no processo fototoxico
dos fotossensibilizadores em células J774. Para
demonstrar isso foi realizado um ensaio
competitivo na presenca de acido poliinosinico, um
ligante para o receptor scavenger de classe A
(SRA). O acido poliinosinico inibiu a citotoxicidade
da zinco ftalocianina de maneira dose dependente.

A fim de definir melhor a utilidade da
metodologia, estabelecida em estudo anterior
(HAMBLIN; MILLER; ORTEL, 2000), Liu e Hamblin
(2005) analisaram a ativacdo de macrofagos e a
expressdo do SRA em duas outras linhagens
celulares de macréfagos tumorais murinos
(RAW?264.7 e P388D1) e na linhagem EMT-6
como controle negativo para SRA submetidas a
PDT. Ja que macréfagos tendem a estar em
estado ativado diante de doencas, Liu e Hamblin
(2005) pesquisaram sobre a eficacia da PDT tendo
0 SRA como alvo para matar macréfagos ativados.
Foram avaliados a SRA-dependéncia e os efeitos
da ativacao via classica (com IFN-y e/ou LPS)
sobre a captacdo do conjugado e conseqiliente
fototoxicidade do conjugado. As células foram pré-
induzidas com IFN-y e/ou LPS seguido do
conjugado. Foram medidas a expressdo de SRA,
a liberacdo de TNF-q, a internalizacao celular do
conjugado e a eficiéncia da PDT. Foi verificado
gue ambas as linhagens de macrofagos captaram
especificamente o conjugado de forma SRA-
dependente. O aumento na captacdo nas células
tratadas com IFN-y ndo conduziu a um aumento
da eficiéncia da PDT, enquanto a estimulacdo com
LPS ou IFN-y + LPS resultou em uma significante
protecdo contra PDT, apesar de um aumento
significativo na captacdo do conjugado. Estes
dados podem ter implicac6es no conhecimento da
forma como a manipulacdo do estado de ativacéo
do macréfago ira influenciar o efeito da PDT.

Consideracdes Finais

A PDT tendo TAMs como alvo, pode ser
eficiente ndo sé pela grande capacidade que os
TAMs tém de reter o farmaco fotossensibilizador
(KORBELIK et al., 1991) mas também porque sua
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eliminacao afeta rapidamente importantes funcées
metabdlicas do tumor como a angiogénese e a
metastase (CHOI et al., 2004).
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