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RESUMEN

La terapia fotodinamica (PDT) o fotoquimioterapia del
cancer es una modalidad terapéutica que consiste en la
aplicacion de compuestos fotosensibilizadores que se
acumulan preferentemente en tejidos neoplasicos. La
irradiacion del area tumoral con luz visible ocasiona la
formacion de formas reactivas de oxigeno cuya elevada
citotoxicidad produce la muerte de las células malignas.
El desarrollo de fotosensibilizadores para la localizacion
de tumores y su tratamiento es un campo de investiga-
cién de gran actualidad, a la vez que se descubren nue-
vas aplicaciones terapéuticas no oncoldégicas para esas
moléculas. Nuestro grupo ha centrado sus esfuerzos en
el estudio y desarrollo de porficenos, isomeros estruc-
turales de las porfirinas, con mejores propiedades foto-
quimicas y fotosensibilizantes que éstas. Los porficenos
son candidatos muy atractivos para ser utilizados como
farmacos en terapia fotodinamica y otras aplicaciones
biomédicas.

Palabras clave: Cancer. Fotodeteccion. Fotoquimio-
terapia. Fotosensibilizadores. Porficenos. Terapia foto-
dinamica.

SUMMARY

The photodynamic therapy (PDT) or photochemotherapy
of cancer is a treatment modality that uses a photosen-
sitizing drug with tumor-localizing properties. Irradiation
of the tumor cells with light results in the formation of
highly reactive, cytotoxic oxygen species that induce the
death of malignant cells. The development of new pho-
tosensitizers for localization and treatment of tumors is
a research area or current interest, parallelled by the
development of novel non-oncological applications of
these drugs. Our group is focused on the study and deve-
lopment of porphycenes, structural isomers of porphy-
rins, with better photochemical and photosensitizing pro-
perties. Porphycenes are highly attractive candidates to
be used as photosensitizers for PDT and other biomedi-
cal applications.

Key words: Cancer. Photodetection (PD). Photochemo-
therapy. Photosensitizers. Porphycenes. Photodynamic
therapy (PDT).

RESUM

La terapia fotodinamica (PDT) o fotoquimioterapia del
cancer és una modalitat terapéutica que consisteix en
I’aplicacié de compostos fotosensibilitzadors que s’a-
cumulen preferentment en teixits neoplasics. La irradia-
ci6é de I’area tumoral amb llum visible ocasiona la for-
macié d’espécies reactives d’oxigen amb efectes
citotoxics que porten a la mort de les cél-lules tumorals.
El desenvolupament de fotosensibilitzadors per a la loca-
litzacié de tumors i el seu tractament és una area de
recerca de gran actualitat, a la vegada que es desco-
breixen aplicacions terapéutiques no oncologiques per
a aquestes molécules. El nostre grup ha centrat el seus
esforcos en I’estudi i desenvolupament de porficens,
isomers estructurals de les porfirines amb millors pro-
pietats fotoquimiques i fotosensibilitzants. Els porficens
son candidats molt atractius per a ser utilitzats com a
farmacs en la terapia fotodinamica.

Mots clau: Cancer. Fotodeteccié. Fotoquimioterapia.
Fotosensibilitzadors. Porficens. Terapia fotodinamica.

1. INTRODUCCION

La terapia fotodinamica del cancer (PDT) o fotoquimiote-
rapia es una modalidad terapéutica que consiste en la apli-
cacion de compuestos fotosensibilizadores que se acu-
mulan preferentemente en tejidos tumorales. Estos
fotosensibilizadores son moléculas organicas que trans-
forman la energia luminosa en energia quimica al igual que
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lo hace la clorofila al catalizar la biosintesis de glucosa. La
irradiacion del area tumoral con luz visible ocasiona la for-
macién de especies reactivas de oxigeno con efectos cit6-
xicos que llevan a la muerte de las células tumorales.
Actualmente se estan desarrollando fotosensibilizadores
para la localizacién de neoplasias y para su tratamiento,
aunque también existen numerosas aplicaciones terapéu-
ticas no oncoldgicas para esas moléculas.

La principal ventaja de la PDT sobre otros tratamientos
convencionales del cancer, es su selectividad para danar
exclusivamente el tejido tumoral sin inducir graves efec-
tos secundarios en el organismo, ya que sélo en la zona
tumoral irradiada se retnen los tres agentes responsables
del efecto fotodinamico: fotosensibilizador, luz y oxigeno.
El fotosensibilizador mas utilizado en la practica clinica es
el Photofrin® 4, una mezcla de porfirinas de composicion
y estructura adn hoy insuficientemente caracterizada.
Aunque el Photofrin® esta dando buenos resultado en dis-
tintos tratamientos fotoquimioterapéuticos, se encuentra
lejos de ser el fotosensibilizador 6ptimo, debido a que pre-
senta una escasa absorcion en la zona roja del espectro
(la cual presenta una mayor penetracién a través de los
tejidos), y ademas induce fotosensibilizacion cutanea en
los pacientes, lo que les obliga a evitar la exposicion solar
durante 3-4 semanas después del tratamiento. Por ello en
los ultimos afos se ha incrementado el interés en la inves-
tigacion de fotosensibilizadores de segunda generacién
con mejores propiedades fisicas, quimicas y terapéuticas
que el Photofrin®.

Nuestro grupo ha centrado sus esfuerzos en el estudio y
desarrollo de porficenos 13, que son isomeros estructu-
rales de las porfirinas. Los porficenos tienen un nivel de
simetria menor que las porfirinas por lo que presentan una
banda de absorcién mucho mas intensa en la zona roja del
espectro. Esta y otras propiedades los hacen candidatos
muy apropiados para ser utilizados como nuevos farma-
cos en la terapia fotodinamica.

2. TERAPIA FOTODINAMICA: ANTECEDENTES

La curacién de algunas enfermedades por mediacion de
la luz ya se conocia desde la antigiiedad. Las antiguas cul-
turas de Egipto, China, India y Grecia, mas de tres mil afios
antes de la era moderna, trataban el raquitismo, entre otras
enfermedades, mediante bafios de sol (helioterapia)”. Estas
practicas pueden considerarse como fototerapias ya que
combinan la accién de la luz sobre el cuerpo del pacien-
te sin administrar ningdin farmaco fotosensibilizador exé-
geno®.

Estas técnicas evolucionaron en la India y en Egipto en
el siglo XIV a.C. con la administracién de extractos de
plantas que contienen psoralenos 1, a enfermos de pso-
riasis y vitiligo en combinacion con la exposicion a la luz
solar®. Dichas técnicas se engloban en el término foto-
quimioterapia ya que las acciones terapéuticas se obtie-
nen mediante la absorcion de un fotén por un fotosensi-
bilizador exégeno®.

A principios de la era cristiana estas actividades entraron
en declive por considerarse practicas paganas. No fue has-
ta finales del siglo XVIII que los médicos abordaron cien-
tificamente el estudio de los efectos beneficiosos de la
exposicion solar para el tratamiento de diversas enferme-
dades. La fototerapia es en la actualidad una tecnologia
médica bien establecida, con aplicaciones tan diversas
como la fotoestimulacion de la biosintesis de la vitamina
D, el tratamiento de la hiperbilirrubinemia (ictericia) neo-
natal y el tratamiento de lesiones musculares por poner
so6lo algunos ejemplos.

Las primeras investigaciones cientificas sobre las foto-
quimioterapias fueron los estudios experimentales de Raab
(1900), discipulo de von Tappeiner, sobre la toxicidad de
colorantes de acridina frente al protozoario de vida libre
Paramecium caudatum™®. Estos trabajos pusieron de relie-
ve la existencia del fenémeno de la fotosensibilizacion, es
decir la produccion de dafio celular inducido por la accién
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Figura 1. Evolucion de las fototerapias y de los fotosensibilizadores a lo largo de la historia.
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combinada de la luz y de ciertas sustancias fluorescentes.
El médico danés Niels Finsen recibié el premio Nobel en
1903 por desarrollar la fototerapia como ciencia y popu-
larizarla en el tratamiento del lupus vulgaris".

En 1904, von Tappeiner y Jodlbauer relacionaron la foto-
sensibilizacién con la presencia de oxigeno y llamaron a
este fendmeno «accion fotodinamica» para distinguirla de
la fotosensibilizacién fotografica. Tres afos mas tarde publi-
caron un libro en el que se habla por primera vez de tera-
pia fotodinamica. Se suele usar, refiriéndose a ésta técni-
ca, el acrénimo PDT que deriva del inglés «Photodynamic
Therapy»*".

Dichos investigadores aplicaron por primera vez un foto-
sensibilizador sobre un tumor. Concretamente trataron
tumores de piel aplicando eosina 2 tanto tépicamente como
por inyecciones intratumorales y lo iluminaron con luz solar
y con luz artificial. Las mejorias de los pacientes fueron
notables. A partir de este momento se puede hablar de
PDT del cancer, técnica que combina la accién de la luz
sobre un farmaco fotosensibilizador y oxigeno, para foto-
oxidar biomoléculas de las células tumorales y producir
su muerte de forma selectiva®.

El interés por los fotosensibilizadores de tipo porfirinico
se inicié en 1911 con los experimentos de Hausman con
la hematoporfirina® (HP) 3. En 1913, Meyer-Betz demos-
tré que las porfirinas podian actuar como fotosensibiliza-
dores en humanos ya que tras inyectarse 200 mg de HP
observé una severa hinchazén en las zonas que habian
estado expuestas a la luz solar. Esta fotosensibilidad cuta-
nea se mantuvo durante varios meses"’.

En 1924, Policard observé fluorescencia roja en sarcomas
de rata al exponerlos a una lampara de Wood (de luz ultra-
violeta). La presencia de fluorescencia fue atribuida a la
acumulacién de porfirinas endégenas formadas al infec-
tar el tumor con bacterias"".

Auler y Banzer (1942) observaron tras una inyeccion sis-
témica de HP, una localizacion y retencion selectiva en
tumores experimentales notando una necrosis posterior
en los mismos". Posteriormente, inyectaron HP a anima-
les inoculados con sarcoma de Jensen y carcinoma de
Flicks-Jobling e iluminaron los tumores con una potente
lampara de cuarzo. Debido a que se obtuvieron resulta-
dos muy prometedores, se empezd a experimentar en
humanos pero las investigaciones se interrumpieron a cau-
sa de la Segunda Guerra Mundial.

En 1948, Figge confirmé la retencioén selectiva de la HP in
vivo y reconocio la importancia de esta sustancia como
herramienta para el diagnéstico de tumores"’. Rassmussen-
Taxdal, Ward y Figge observaron una acumulacién selec-
tiva en diferentes tumores, pero las elevadas dosis que se
requerian de HP y los riesgos de fotosensibilidad asocia-
dos desaconsejaban la utilizacion de esta porfirina como
método diagndstico en humanos™.

En 1955, Schwartz demostré que las muestras de hema-
toporfirina comercial que se utilizaban en todas las inves-
tigaciones eran una mezcla de numerosas porfirinas y sélo
contenian entre un 30 y un 65% de HP. Mediante una puri-
ficacion parcial, las fracciones mas ricas en HP resultaron
ser las que peor se localizaban, mientras que el residuo
mostraba una afinidad superior por los tumores. Por ello,
se centraron los estudios en las fracciones residuales,
ensayandose nuevos derivados (complejos con metales,
uretanos...). Uno de estos derivados, que habia sido obte-
nido tratando la HP con una mezcla de acido acético y sul-
farico durante quince minutos y reprecipitando posterior-
mente con acetato sédico, resulté localizarse muy bien en
tumores. A este nuevo compuesto se le di6é el nombre de
derivado de hematoporfirina (HpD)"’.

Lipson et al. iniciaron los estudios con el HpD y observa-
ron un aumento en la acumulacién y una retencién mas
duradera en tejidos tumorales en comparacion con el teji-

Figura 2. Photofrin® 4.

do normal, y con mejores propiedades fotoquimicas que
la HP"* ™. El HpD es una mezcla oligomérica de ésteres y
éteres de la HP y por lo tanto no es una sustancia pura
aunque su composicion es mas constante.

Este derivado se utiliz6 en humanos para diagnosticar
tumores en bronquios, eséfago y cuello uterino, con una
buena correlacion entre las zonas que mostraban fluores-
cencia y los resultados obtenidos mediante biopsia"®*".
Después de resultados muy prometedores en ratas y rato-
nes®”, Dougherty (1978) realiz6 los primeros ensayos de
PDT con HpD en humanos con diferentes tipos de tumo-
res, los cuales mostraron en mayor o menor grado una res-
puesta a la terapia®

En los ultimos 20 afos miles de pacientes han sido trata-
dos mediante PDT, casi todos utilizando como fotosensi-
bilizador el HpD o unas versiones mas puras del mismo
(Photofrin 1I° y Photofrin® 4). Canada, Holanda, Japon, USA,
Inglaterra y Francia aprobaron durante la década de los
90 el uso de la PDT en canceres de esé6fago, pulmén y
vejiga.

3. PRACTICA CLINICA DE LA TERAPIA
FOTODINAMICA DEL CANCER

El tratamiento mediante PDT se realiza en varias etapas.
En primer lugar, se administra un farmaco fotosensibiliza-
dor al paciente via tépica o intravenosa, segutn el cancer
a tratar y en funcién del fotosensibilizador y de su via de
administracion, se espera entre 3 y 96 horas antes de pro-
ceder a la iluminacién de la zona afectada. De esta forma,
se consigue que los niveles de acumulacién del farmaco
en el tumor sean maximos respecto a los del tejido nor-
mal.

Posteriormente, se irradia el tejido tumoral mediante luz
laser de longitud de onda adecuada, dirigiéndose a la zona
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afectada mediante fibras 6pticas. La emision de fluores-
cencia por parte del farmaco permite al mismo tiempo
detectar y localizar el cancer®, hecho que facilita la 6pti-
ma situacion de las fibras 6pticas. La dosis de luz sumi-
nistrada ha de ser suficientemente alta como para causar
una respuesta eficaz en el tejido canceroso. La accion com-
binada de la luz y del fotosensibilizador genera radicales
y formas reactivas de oxigeno que producen un dano bio-
logico irreversible en la zona tratada conduciendo a la
muerte celular.

Esta técnica destaca por dos aspectos: en primer lugar el
farmaco sélo produce toxicidad después de absorber luz
y en segundo lugar la acumulacién del fotosensibilizador
se produce preferentemente en el tejido tumoral produ-
ciendo un dafio minimo en el tejido normal.

4. BASE MOLECULAR DE LA PDT

a) Formulacién y transporte de los fotosensibilizadores

Mientras que los fotosensibilizadores hidrofilicos se pue-
den administrar por inyeccion intravenosa directamente
en soluciones acuosas, la baja solubilidad en agua de los
fotosensibilizadores hidrofébicos requiere su formulaciéon
en vehiculos adecuados para conseguir un adecuado «tar-
geting». Estos vehiculos pueden ser pasivos o activos, los
vehiculos pasivos son: liposomas, dispersiones en acei-
tes, particulas poliméricas biodegradables o conjugados
fotosensibilizador-polimero hidrofilico. Los vehiculos acti-
vos son complejos con lipoproteinas de baja densidad
(LDL) o con anticuerpos monoclonales que dirigen el foto-
sensibilizador al tumor de forma mucho mas selectiva con-
siguiéndose disminuir las dosis de aplicacion y eliminar la
fotosensibilizacion cutanea®.

El fotosensibilizador se localiza en el tumor mediante dos
mecanismos, acumulacion activa y simple retencion, sien-
do la retencién el factor mayoritario si el vehiculo es pasi-
vo. La localizacién y biodistribucion del fotosensibilizador
viene determinada por: (i) propiedades del mismo (hidro-
fobicidad, distribucion de carga, pK, constante de agre-
gacion-disociacién y peso molecular), (ii) propiedades de
los tejidos tumorales ( pH, sistema vascular, drenaje linfa-
tico, presencia de macrofagos, etc) vy (iii) propiedades de
los sistemas de administracion del farmaco®. Hay que
tener en cuenta sin embargo que algunas de estas pro-

piedades dependen de la especie y, por lo tanto, farma-
cos que han resultado eficaces en animales experimenta-
les pueden ser inefectivos en humanos debido a la toxici-
dad sistémica, problemas farmacocinéticos, metabdlicos,
y a otros factores alin desconocidos.

Una vez inyectado el fotosensibilizador en la corriente san-
guinea, puede asociarse con diferentes componentes del
plasma, tales como lipoproteinas de densidad baja (LDL),
de densidad elevada (HDL) o de densidad muy baja (VLDL),
albumina, globulinas, etc. El grado de asociacion de un
fotosensibilizador con dichos componentes parece estar
relacionado con su grado de hidrofobicidad® . Asi, si se
inyecta un fotosensibilizador hidrofobico por via intrave-
nosa, éste se une mayoritariamente a las lipoproteinas,
mientras que si es hidrofilico, es principalmente transpor-
tado por albiminay otras proteinas plasmaticas. Sin embar-
go, en farmacos con un considerable grado de hidrofobi-
cidad un aumento en este parametro no conduce a un
aumento de la asociacion®. Esta distribucion depende
también en parte de la concentracion relativa y absoluta
de los componentes del plasma sanguineo, ya que esta
composicion varia en funcion de la especie animal e inclu-
so puede variar entre individuos de la misma especie.
Uno de los objetivos prioritarios de los investigadores para
aumentar el potencial de la PDT es mejorar la localizacion
selectiva. Con la finalidad de aumentar esta localizacion
se intenta aprovechar una serie de caracteristicas especi-
ficas de las células malignas, como la presencia de deter-
minados antigenos o receptores®. Se han estudiado una
serie de transportadores que por sus caracteristicas per-
miten dirigir preferentemente el fotosensibilizador a los
tejidos tumorales, como son anticuerpos monoclonales,
LDL®, liposomas y lectinas®

Las LDL son reconocidas por receptores especificos de la
célula y el fotosensibilizador puede ser incorporado en la
célula por endocitosis si se encuentra unido a las LDL. Este
proceso esta favorecido en células con un alto contenido
de receptores de LDL tales como las células tumorales™®,
células endoteliales y ciertos 6érganos normales en con-
creto, glandulas adrenales, higado y rifion®*.

La fotoinmunoterapia es una técnica que esta actualmen-
te en estudio y consiste en utilizar anticuerpos monoclo-
nales antitumorales (MAbs) como medio de transporte del
fotosensibilizador® “. Los MAbs que se unen a recepto-
res especificos de determinados antigenos han mostrado
buenos resultados dirigiendo farmacos al objetivo tumo-
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ral. Para dirigir el fotosensibilizador al tumor es necesario
preparar un complejo formado por un MAb y el maximo
numero de moléculas de fotosensibilizador sin perder la
actividad del MAb. Esto se ha conseguido inmovilizando
previamente el fotosensibilizador en intermedios polimé-
ricos (poliaminoacidos, dextrano o albumina) y posterior-
mente uniendo este complejo al MAb“"*?, Esta técnica per-
mitiria utilizar una gran variedad de fotosensibilizadores,
incluso aquellos que no se retienen preferentemente en el
tumor, y ofreceria una serie de ventajas como la reduccion
de la dosis y una minima o nula fotosensibilidad cutanea.
Actualmente, se estan estudiando algunas limitaciones de
la técnica, como son entre otras, la respuesta del sistema
inmunolégico a este complejo y la influencia del tamaino
de dicho complejo.

b) Los fotones como farmacos

Los fotones de luz ultravioleta o visible que el fotosensi-
bilizador absorbe lo promociona a un estado singlete exci-
tado. De alli puede volver al estado fundamental emitien-
do fluorescencia o puede pasar al estado triplete por
cruzamiento intersistémico. De nuevo el triplete puede
decaer al estado fundamental emitiendo fosforescencia o
reaccionar con oxigeno para dar oxigeno singlete* (meca-
nismo tipo ll). El sensibilizador también puede reaccionar
directamente con una biomolécula por transferencia de

electron o de hidrégeno (mecanismo tipo 1)*. Esta reac-
cién puede darse también desde el estado singlete ('S:),
si bien el menor tiempo de vida de éste sugiere una menor
probabilidad que desde el estado triplete. En ambos casos
el resultado final es la oxidacién de biomoléculas esen-
ciales iniciandose una cadena autooxidativa”. Si los dafios
son suficientes se produce la muerte celular por un meca-
nismo apoptético o necrético dependiendo, entre otros
factores, de la dosis de tratamiento fototerapéutico™.

La toxicidad de la PDT in vivo es debida principalmente a
la produccién de oxigeno singlete aunque pueden produ-
cirse ambas reacciones e incluso entrar en competencia.
El mecanismo que predomina depende en cada caso de
las caracteristicas del farmaco y del medio.

Para ambas reacciones el oxigeno es un requisito.
Experimentos in vitro utilizando Photofrin®, demostraron
que se conseguia un efecto fotodinamico completo en teji-
dos con niveles normales de oxigenacion, pero la efectivi-
dad no aumentaba al incrementar dichos niveles. En cam-
bio, no se producia efecto fotodinamico si se reducia
drasticamente el contenido de oxigeno en el area tratada™.
Tanto los productos de reaccién del tipo | como los del
tipo Il son muy reactivos, causando un dano muy locali-
zado. Los tiempos de vida del oxigeno singlete y su dis-
tancia de difusién en un medio celular son muy limitados
debido a su elevada reactividad y desactivacion por par-
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te de los componentes celulares. Se ha estimado que la
distancia de difusion del oxigeno singlete en tejidos es de
aproximadamente 0.1 pm“.

Debido a la doble selectividad de la técnica y a que las
especies citotéxicas tienen un tiempo de vida muy cor-
to, eI5 gg)aﬁo solamente se localiza en las células neoplasi-

@
cas

c) Mecanismos de la muerte celular

La distribucion del fotosensibilizador entre los compo-
nentes del plasma afecta también a la biodistribucién en
los tejidos y en consecuencia existen dos mecanismos dis-
tintos de destruccion del tumor mediante PDT*:

Induccion indirecta de muerte celular por destruccién de
la vasculatura tumoral. Los farmacos hidrofilicos que se
unen preferentemente a albimina y globulina se acumu-
lan en el estroma vascular y por lo tanto la muerte celular
se produce indirectamente debido al dafio causado a los
vasos sanguineos y a la consecuente reduccion de la con-
centracién de oxigeno y otros nutrientes.

Induccion directa de muerte celular. Los fotosensibiliza-
dores con mayor afinidad por las lipoproteinas de baja den-
sidad se incorporan en el interior de la célula localizando-
se concretamente en mitocondrias, lisosomas y membrana
plasmatica, y el efecto fotodinamico conduce a una pér-
dida de viabilidad o dano celular ya que afecta a la mayo-
ria de componentes celulares. A pH fisioloégicos la guani-
na es la base mas sensible de los acidos nucleicos, mientras
que los aminoacidos mas sensibles son histidina, tripto-
fano, metionina y cisteina. La fotoperoxidacién de los aci-
dos grasos insaturados de las membranas celulares con-
duce a cambios en la permeabilidad y pérdida de fluidez.
Reacciones secundarias de residuos fotooxidados pue-
den llevar también a formar enlaces cruzados entre pro-
teinas, ADN vy proteinas, proteinas y lipidos, y ADN vy lipi-
dos. Todos estos efectos comprometen las funciones de
la célula, lo que ocasiona su muerte. En muchos casos
ambos efectos (induccion directa e indirecta de muerte
celular) contribuyen a la destruccién del tumor.

5. LOS FOTOSENSIBILIZADORES

El primer fotosensibilizador utilizado en estudios clinicos
fue el derivado de hematoporfirina HpD, el cual es una mez-
cla compleja de porfirinas. Actualmente se utiliza una ver-
siéon mas pura del mismo denominada Photofrin® 4 comer-
cializada por Axcan Pharma Inc. Este fotosensibilizador
esta aprobado en varios paises para tratar algunos tipos
de céancer cervical, de pulmén, eséfago, vejiga y estbma-
go, y esta siendo ensayado en otros tipos de tumores, con
buenos resultados terapéuticos.

Sin embargo, el Photofrin® no es el fotosensibilizador ide-
al para la PDT ya que presenta varios inconvenientes. En
primer lugar, esta droga es una mezcla compleja de por-
firinas®™ que contiene mas de un 80% de componentes
activos y menos del 20% de componentes inactivos. En
segundo lugar, el espectro de absorcién del Photofrin® pre-
senta una banda mas intensa sobre los 400 nm (banda de
Soret) y unas bandas por encima de 600 nm muy poco
intensas. La penetracion de la luz en los tejidos depende
de su longitud de onda, y para A < 600 nm ésta es muy limi-
tada debido a la presencia de croméforos endégenos y a
la dispersion de la luz. Por Gltimo, la acumulacién del far-
maco en la piel provoca una elevada fotosensibilidad cuta-
nea en los pacientes.

Por ello, en los ultimos anos se han desarrollado nuevos
fotosensibilizadores que presentan propiedades mas ade-

cuadas para la PDT. El fotosensibilizador ideal deberia
cumplir con los siguientes requisitos:

Quimicos:

1. Compuesto puro con estabilidad quimica y fotoquimi-
ca.

2. Elevado coeficiente de absorcion en la zona del rojo
(650-800 nm).

3. Elevado rendimiento cuantico de formacién de triplete
o de especies activas de oxigeno.

Bioldgicos:

4. Solubilidad en fluidos biolégicos. En caso contrario,
debe poder transportarse al tumor utilizando algun tipo
de formulacién (liposomas, aceite de castor,...).

5. Localizacion y retencion selectiva en el tumor.
6. Minima toxicidad en ausencia de luz.

7. Répida eliminacion del farmaco en los tejidos no tumo-
rales y minima fotosensibilidad cutanea.

Por ello se estan desarrollando nuevos sensibilizadores,
llamados de segunda generacién. Muchos de ellos se basan
en macrociclos tetrapirrélicos aunque se estan estudian-
do también macrociclos de 3 y de 5 unidades de pirroles
asi como otras familias de colorantes. Existen varias estra-
tegias para mejorar las propiedades fotoquimicas del far-
maco. La primera consiste en expandir el anillo de porfi-
na 5 para desplazar la longitud de onda del maximo hacia
el rojo. Otra estrategia consiste en introducir un heteroa-
tomo, normalmente nitrégeno para obtener este mismo
efecto®. Por otro lado se puede aumentar la intensidad
de la absorcion de la banda de menor energia, rompiendo
la simetria del sistema © de la molécula®. Formando com-
plejos metalicos de estos fotosensibilizadores se consi-
gue mejorar sus propiedades fotoquimicas ya que por efec-
to de atomo pesado suele disminuir la fluorescencia y
aumentar el rendimiento cuantico de formacién de triple-
te.

Aplicando estas estrategias se obtienen clorinas 6, bac-
terioclorinas 7, purpurinas™ * 8, azaporfirinas 9, ftalocia-
ninas® 10, naftalocianinas 11, texafirinas 12, porficenos
13°**", etc, como posibles farmacos alternativos aplica-
bles en la PDT del cancer®™

Un caso especial es la protoporfirina IX (PplIX) 18 ya que
es un fotosensibilizador generado endégenamente por el
4cido 5-aminolevulinico (ALA)*®. En un primer paso de la
biosintesis del grupo hemo se forma el ALA a partir de gli-
cina y succinil CoA. El ALA evoluciona a PplX en varios
pasos regulados enzimaticamente y por ultimo se incor-
pora un atomo de hierro al macrociclo de PplX. Esta incor-
poracion de hierro se realiza en la mitocondria bajo la accién
del enzima ferroquelatasa. Bajo circunstancias normales,
la biosintesis esta regulada y no se acumula PplX, pero si
se administra exdgenamente un exceso de ALA, la PpIX
se puede acumular debido a la capacidad limitada de la
ferroquelatasa. En la figura 6 se muestran los principales
pasos de la biosintesis de la PpIX.

Aunque la PpIX no es un fotosensibilizador mas eficiente
que el Photofrin®, la aplicacién tépica de su precursor ALA
presenta una serie de ventajas. Se pueden tratar diversas
enfermedades dermatolégicas muy superficiales (1-2 mm)
donde no se requiere longitudes de onda mayores a 630
nm, la terapia no es invasiva, tiene un periodo de foto-
sensibilizacién muy corto, produce excelentes resultados
cosméticos y es muy bien tolerada por los pacientes.
Otra de las aplicaciones prometedoras del ALA que esta
en fase de estudio es su utilizacién como técnica de diag-
néstico de canceres del aparato digestivo, vejiga y pul-
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Figura 5. Estructuras de posibles
fotosensibilizadores de segunda
generacion.

TABLAI

Propiedades de algunos fotosensibilizadores de segunda generacion® ***” Verteporfin 14: monoacido
del derivado benzoporfinico, Purlytin™ 15: etiopurpurina de estaio, Foscan® 16: metatetrahidroxifenilclorina,
NPe6 17: monoaspartilclorina, PpIX 18: protoporfirina IX, ALA: acido 5-aminolevulinico. ¢ = rendimiento cuantico
de fluorescencia, ¢r = rendimiento cuantico de triplete y ¢, = rendimiento cuantico de oxigeno singlete.

 (nm) Rendimiento Fotosensibilidad
cuantico
Compuesto
e (M cm™) O r s Cuténea
Photofrin II° 4 628 (3000) 0.1 0.6 0.3 6-12 semanas
Verteporfin 14 690 (35000) 0.05 0.75 0.7 5 dias
Purylttin™ 15 665 (30000) 0.1 0.8 0.6 4 semanas
Foscan® 16 652 (35000) 0.1 0.9 04 3-6 semanas
Npe6 17 664 (38000) 0.1 0.8 0.8 2-4 dias
ALA-PpIX 18 (Levulan®) 635 (5000) 0.1 0.8 0.6 -
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ALA administrada

exogenamente
NH,CH,COOH V
Glicina
* Alasintasa NH;CH,COCH,CH,COOH
CoASCOCH,CH,COOH P Acido 5-aminolevulinico (ALA)
Succinil CoA

Varios pasos
controlados
enzimaticamente

Ferroquelatasa
<

o HO \o o OH
Hemo 18

Protoporfirina IX

Figura 6. Biosintesis de la PplIX 18.

(Me)HOOC COOMe(H)

14 15

HoOC N COOH
H
\E Figura 7. Estructura de 14:
COOH Verteporfin, 15: Purlytin™, 16:
16 17 Foscan®, 17: NPe6.
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mon. En este caso el ALA se administra por via sistémica
o por inhalacion.

En la Tabla | se muestran las principales caracteristicas de
los fotosensibilizadores de segunda generacion que estan
en fases clinicas de investigacion.

e estano, Foscan» 16: meta-tetrahidroxifenilclorina, NPe6
17: monoaspartilclorina, PplX 18: protoporfirina IX, ALA:
acido 5-aminolevulinico. (F = rendimiento cuantico de fluo-
rescencia, (T = rendimiento cuantico de triplete y (( = ren-
dimiento cuantico de oxigeno singlete.

6. APLICACIONES NO ONCOLOGICAS

Aunque la PDT ha estado principalmente enfocada al tra-
tamiento del cancer, en los Ultimos anos se estan eva-
luando nuevas aplicaciones en diferentes campos.

Estética: la fotodepilacion se basa en usar un laser que
irradia a una longitud de onda adecuada (en funcién del
color del vello y del color de la piel) para eliminar de for-
ma permanente el vello. Actualmente se esta estudiando
la accién del ALA aplicado tépicamente para mejorar la
técnica de la fotodepilacion.

Dermatologia: mediante la PDT se tratan enfermedades
dermatolégicas no oncolégicas como psoriasis, malfor-
maciones vasculares y acné® ®,

Inactivacion fotodinamica de bacterias: el aumento de la
resistencia de las bacterias a los antibiéticos ha favoreci-
do el estudio de técnicas antimicrobianas alternativas.
Clasicamente se dividen las bacterias en organismos Gram-
negativos y Gram-positivos, seguin su reaccion frente a la
tincion de Gram. Las Gram(+) poseen una sola pared celu-
lar gruesa y homogénea mientras que en las Gram(-) la
pared celular es delgada y estratificada con un aspecto

trilaminar®. Varios estudios muestran que se pueden inac-
tivar determinadas bacterias al ser iluminadas después de
un periodo de incubacién con ciertas porfirinas y ftalocia-
ninas. Concretamente, derivados aniénicos y neutros de
estos fotosensibilizadores producen un efecto fototéxico
en las bacterias Gram(+), aunque en las Gram(-) el efecto
téxico solo se produce si se permeabiliza previamente la
membrana externa utilizando cloruro célcico, EDTA o poli-
mixina B®”. Por el contrario, los derivados cationicos de
estos fotosensibilizadores son capaces de destruir tan-
to las Gram(+) como las Gram(-) sin previa permeabiliza-
cion® . Las causas de este comportamiento no estan
esclarecidas todavia pero parece ser que el fotosensibili-
zador catidnico se une electrostaticamente a grupos nega-
tivos de la membrana externa. De esta forma, al irradiar se
produce un dafno localizado que aumenta la permeabili-
dad de dicha membrana®*.

Esta nueva aplicacién puede ser de gran utilidad en el tra-
tamiento de tejidos infectados (limpieza de cavidades inte-
riores y en el tratamiento de afecciones bucales, etc).

Inactivacion de virus: Otra posibilidad que ha despertado
mucho interés es la fotoinactivacioén de virus en la sangre
humana como método para esterilizar sangre y productos
derivados para transfusiones®. Actualmente es posible
esterilizar plasma y algunos derivados sanguineos como
la albimina y factores de coagulacion utilizando calor o
detergentes, pero los componentes celulares de la sangre
no soportan este tratamiento debido a su fragilidad. Aunque
la implantacion de métodos preventivos como la seleccion
de donantes y los andlisis sanguineos han disminuido el
riesgo de contaminacién por agentes infecciosos como el
virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) y la hepatitis
By C, este riesgo no se puede eliminar completamente.
La fotoinactivacién de virus en componentes celulares esta
todavia en fase de estudio, pero diversos fotosensibiliza-
dores han mostrado resultados prometedores en deter-

TABLAI
Fotosensibilizadores para diferentes aplicaciones fotodinamicas.

Producto

Aplicacion

Empresa

Photofrin® (Porfimer sodium 4)

Diagnostico y tratamiento de
tumores sélidos

Axcan Pharma Inc.

LuTex (Motexafin Lutetium 8
M=Lun=2)

Lutrin™: tumores soélidos
Optrin™: oftalmologia
Antrin™: enfermedades
cardiovasculares

Pharmacyclics

Visudyne® (Verteporfin 14)

Oftalmologia (degeneracion
macular)

Novartis Opthalmics, QLT
Photo Terapeutics

Puryltin™ (SnET2 15)

Foscan® (Temoporfin 16)

Npe6 17

Aplicaciones oncoldgicas

Pharmacia&UpJohn

QuantaNova Ltd.

Nippon Petrochemicals

Levulan® (ALA-PpIX 18)

Diagnéstico y tratamiento de
tumores sélidos, dermatologia,
ginecologia, enfermedades
cardiovasculares, fotodepilacion

Dusa Pharmaceuticals

351



minados virus con y sin cobertura”™. Es importante que
los fotosensibilizadores no produzcan mutaciones en el
ADN, y no alteren las funciones biolégicas de los compo-
nentes de la sangre.

Oftalmologia: La degeneracion macular asociada a la edad
(DMAE) es una de las principales causas de ceguera en
personas de mas de 50 afos y se debe a un rapido creci-
miento anormal de vasos sanguineos en la retina. La rup-
tura de estos vasos produce una progresiva pérdida de la
capacidad visual y en el 80-90% de los casos no existe
ningun tratamiento adecuado. Los excelentes resultados
obtenidos al tratar esta enfermedad mediante PDT mues-
tran un futuro esperanzador; concretamente el Visudyne®
ya ha sido aprobado internacionalmente para el tratamiento
de la DMAE.

Arterioesclerosis: La posibilidad de tratar esta enferme-
dad con la PDT se basa en el hecho de que las placas de
ateroma en las arterias danadas retienen concentraciones
mas elevadas de porfirinas que la pared vascular normal®.

Ginecologia: La ablacién de endometrio mediante PDT es
una técnica que evita la cirugia y es una alternativa a la
histerectomia para mujeres con hemorragias uterinas dis-
funcionales™ ™.

En la tabla Il se citan algunos fotosensibilizadores regis-
trados para distintas aplicaciones fotodinamicas.

7. LOS PORFICENOS

El porficeno 13 es un macrociclo tetrapirrélico, isémero
estructural de la porfina 5 en el que en vez de intercalar
puentes de un solo atomo de carbono entre los pirroles,
se intercalan puentes de 2 atomos de carbono entre dos
bipirroles. Por lo tanto existe una circulacion de 18 elec-
trones (, y el macrociclo es totalmente aromatico. A estos
sistemas porfirinoides se les denomina de forma sistema-
tica [18]porfirina-(2.0.2.0).

Su descubrimiento se debe a E. Vogel en 1986, quien lo
llamé porficeno por ser un hibrido entre una porfirina 'y un
aceno”. Posteriormente se describieron los 2,7,12,17-
tetraalquilporficenos 19 con restos R = metilo, etilo y pro-
pilo™, y desde entonces no se han dejado de describir
periédicamente derivados con substituyentes en otras
posiciones, asi como determinados complejos metalicos™.
Los andlisis de rayos X muestran que los porficenos son
compuestos centrosimétricos de estructura casi plana y
simetria Dzn. Debido a esta simetria menor que presentan
los porficenos respecto de las porfirinas, se observa un
aumento del coeficiente de absorcion en la zona visible
del espectro. Este aumento de la absorbancia de las ban-
das Q es debido a que transiciones prohibidas por la sime-
tria de las porfirinas pasan a ser permitidas en los porfi-
cenos. Los estudios realizados sobre propiedades
fotoquimicas de los porficenos (rendimientos cuanticos de
fluorescencia, de triplete y de formacién de oxigeno sin-
glete) muestran que son buenos candidatos para ser uti-
lizados en la PDT del cancer™.

En el Grupo de Ingenieria Molecular del Instituto Quimico
de Sarria (GEM) se sintetizo6 el 2,7,12,17-tetrafenilporfice-
no™ (TPPo) 20 y posteriormente se desarrolld una sinte-
sis industrializable para dicho compuesto®. La ventaja que
presenta el grupo fenilo como sustituyente es que se pue-
den disenar diversos derivados usando la quimica del ben-
ceno y regular sus propiedades fisicoquimicas.

El TPPo es un solido de color violeta brillante, muy inso-
luble en agua aunque se puede disolver en disolventes
apolares dando disoluciones de color azul intenso en diclo-

Figura 8. Estructura del 2, 7, 12, 17-tetrafenilporficeno 20.

TABLA I

Efecto de los substituyentes en el maximo de absorcion
del porficeno.

Substituyente en las Maximo de absorcion
posiciones 2,7, 12, 17 (nm)

-H 633

-Pr 637

-Ph 663

rometano y verdoso en hexano o éter. Es una molécula
aromatica y plana salvo por los fenilos que estan inclina-
dos con respecto al plano de la molécula. Como se pue-
de observar en la tabla lll, la introduccién de los restos
fenilo tiene un efecto batocrémico de 30 nm de las ban-
das Q, con respecto al porficeno sin sustituyentes.

La reactividad del anillo de porficeno se halla descrita en
diversas patentes. En la figura 9 se puede apreciar las dis-
tintas estructuras a las que se puede llegar mediante diver-
sas reacciones quimicas®®. A través de las mismas se
pueden unir los porficenos mediante enlaces éter, éster o
amida a otras moléculas, con el objetivo de estudiar su
interaccion con el fotosensibilizador o para mejorar las pro-
piedades de este ultimo.

El estudio de los porficenos y de sus complejos metalicos
esta revelando una informacion valiosa sobre los meca-
nismos de la PDT, y en concreto, de la induccién de muer-
te celular, de la localizacién de los farmacos en las célu-
las y de su interaccion con biomoléculas™ . Pruebas in
vitro en células tumorales humanas han dado muy buenos
resultados” ",

El complejo de paladio del tetrafenilporficeno (PdTPPo),
desarrollado por nuestro grupo, tiene muy buenas pro-
piedades como fotosensibilizador tal y como demuestran
los estudios in vitro sobre las lineas celulares HeLa" y
A549 (células de adenocarcinoma humano de pulmén)®.
Estudios in vitro e in vivo con el derivado porficénico ATMPn
(9-acetoxi-2,7,12,17-tetraquis-(3-metoxietil)porficeno) (19,
R= -(CH.):OMe) han mostrado una absorcién inusualmen-
te rapida del fotosensibilizador en las células tumorales,
lo que seria una gran ventaja para disminuir la duracién
del tratamiento y la fotosensibilidad cutanea® *.
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Nitracion

OMe

Figura 10. Ejemplos de derivados de porficenos sintetizados” *** (R = H, t-But, Ph).
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Figura 9. Reactividad de los porficenos.
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8. CONCLUSIONES

La lucha contra el cancer gana, con la terapia fotodinami-
ca, una nueva y eficaz opcion terapéutica que se suma a
las técnicas convencionales quirdrgicas, radio- y quimio-
terapéuticas. Probablemente todas ellas se veran supera-
das por el desarrollo de las terapias génicas, aunque se
calcula que éstas distan todavia unos 25 afios. Hasta enton-
ces, es previsible el desarrollo e implantacion creciente de
la terapia fotodinamica por sus muchas ventajas frente a
los tratamientos convencionales. Parte integral de este
crecimiento lo constituye el desarrollo de nuevas molécu-
las fotosensibilizantes con especificidad adecuada a cada
tipo de tumor. Las propiedades Unicas de los porficenos
los hacen muy interesantes para estas aplicaciones bio-
médicas.
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