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Trindade FZ. Avalia(géo do efeito citotoxico da terapia fotodindmica associada ao
LED e ao Photogem™ sobre mucosa bucal de rato. [dissertacdo mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

Resumo

A utilizagdo da PDT para tratamento de diferentes tipos de infeccdes, tal como a
candidose bucal, tem sido estudada. Entretanto, poucos sdo os dados cientificos
que relatam os possiveis efeitos toxicos dessa terapia. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da irradiacdo na mucosa bucal de ratos com
LED azul (de 460 nm e poténcia de 200 mW/cm?) em presenca do
fotossensibilizador (FS) Photogem®, em duas diferentes concentragées (500 mg/L
e 1000 mg/L). Para isso, foram utilizados 101 ratos (Rattus Norvegicus Albinus
Holtzman) distribuidos em 6 grupos, de acordo com os seguintes tratamentos:
Grupo 1 — controle; Grupo 2 — aplicac¢do do FS (500 mg/L); Grupo 3 — aplicagédo
do FS (500 mg/L) e irradiacdo com LED; Grupo 4 - aplicacdo do FS (1000 mg/L);
Grupo 5 — aplicacdo do FS (1000 mg/L) e irradiacdo com LED; e Grupo 6 —
irradiacdo com LED. O FS foi aplicado por 30 minutos (tempo de pré-incubacéo)
e o tempo de irradiacdo da mucosa foi de 20 minutos (dose de 144 J/cm?).
Decorridos os 4 periodos de avaliagdo propostos (0 dia, 1dia, 3 dias e 7 dias), 0s
animais tiveram a mucosa palatina fotografada para analise macroscopica, sendo
entdo imediatamente sacrificados para remocdo cirurgica do palato e posterior
analise em microscopia de luz e de fluorescéncia. Um mapeamento térmico foi
realizado a fim de avaliar a variagdo de temperatura ocorrida no tecido durante a
irradiacdo com LED. Macroscopicamente, em todos 0s grupos experimentais e
para todos os periodos de avaliagcdo propostos na presente pesquisa, observou-se
gue a mucosa apresentava-se intacta, com aspecto de normalidade semelhante ao
do Grupo 1 (controle). Microscopicamente, alteracGes teciduais, caracterizadas
especialmente por discreta inflamacdo, puderam ser observadas na mucosa
palatina de apenas 4 de um total de 80 animais submetidos a PDT. A penetragéo
do fotossensibilizador na mucosa tratada pdde ser observada por meio da emisséo
de fluorescéncia do Photogem®, tendo este FS se mantido presente apenas no

tecido epitelial. O mapeamento térmico revelou que a temperatura aumentou de



35°C para 41°C durante 20 minutos de irradiacdo. Dentro das condigdes
experimentais avaliadas, foi possivel concluir que a PDT, utilizando Photogem®
nas concentracdes de 500 mg/L e 1000 mg/L associado ou ndo a irradiagdo com

LED (dose de 144 J/cm?), n&o foi toxica para a mucosa palatina de ratos.

Palavras-chave:  fotoquimioterapia;  hematoporfirinas;  microscopia  de

fluorescéncia; derivado da hematoporfirina - toxicidade; mucosa bucal; ratos.
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Trindade FZ. Toxicity of the Photodynamic Therapy with LED Associated to
Photogem®: An in vivo Study. [dissertagdo mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2009.

Abstract

The use of PDT has been investigated for the treatment of different types of infection,
like oral candidosis. There are, however, few research-based data that report the possible
toxic effects of this therapy. Therefore, this study evaluated the effects of irradiating the
palatal mucosa of rats with blue LED (460 nm; 200 mW/cm?) in the presence of the
photosensitizer Photogem® at two concentrations (500 and 1000 mg/L). Then, 101 rats
(Rattus norvegicus albinus Holtzman) were randomly distributed in six groups, according
to the treatment performed on the palatal mucosa: Group 1: control; Group 2: Photogem®
(500 mg/L); Group 3: Photogem® (500 mg/L) + blue LED; Group 4 - Photogem® (1000
mg/L); Group 5: (1000 mg/L) + blue LED; and Group 6: blue LED. The exposure times
to the photosensitizing agent and to the light source were 30 min (pre-incubation time)
and 20 min (144 J/cm? energy density), respectively. At 0, 1, 3 and 7 days posttreatment,
the animals had their palatal mucosa photographed for macroscopic analysis and were
immediately sacrificed. The palate was removed for further analysis by light and
fluorescence microscopy. Thermal mapping was made to evaluate the temperature change
occurred in the tissue during LED irradiation. In all experimental groups and periods, the
macroscopic analysis revealed intact mucosa with normal aspect similar to that of Group
1 (control). Tissue alterations, characterized primarily by a mild inflammation, were
observed microscopically on the mucosa of only 4 out of 80 animals subjected to PDT.
Photosensitizer penetration into the treated mucosa was identified by the fluorescence
emitted by Photogem® and was limited to the epithelial layer. The thermal mapping
revealed a temperature increase from 35 to 41°C during the 20-min irradiation. In
conclusion, under the tested conditions, PDT using Photogem® at 500 and 1000 mg/L
concentrations associated or not to LED irradiation (144 J/cm?) was not toxic to the rat
palatal mucosa.

Keywords: Photodynamic therapy, toxicity, rats, oral mucosa, fluorescence microscopy,

photosensitizing agents
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1 Introducéao

A infeccdo da cavidade bucal por Candida spp., denominada
candidose bucal, é a infeccdo flngica mais comum entre humanos*®. E
considerada uma doenca oportunista de alta incidéncia em pacientes que fazem
uso de medicamentos imunoOSSUPressores e NOs que Possuem iMunossUpressao
relacionada & sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)**%. Além disso, a
utilizacdo de prdteses dentais removiveis tem sido associada a manifestacdo de
uma forma de candidose que afeta frequentemente o palato de aproximadamente
65% dos pacientes portadores de préteses®, conhecida como estomatite protética.
O uso continuo da protese associado a uma higienizacao inadequada promovem
condicbes favoraveis para a proliferacio de diversos microrganismos,
principalmente espécies do género Candida’* ™.

O tratamento para a candidose oral deve ser instituido com o
objetivo de aliviar o desconforto causado pela inflamagdo e também de evitar a
disseminacdo da infeccdo. Para isso, podem ser utilizados terapia antifingica
topica®*?°, medicacdo antifiingica sistémica™* e procedimentos de higienizacio
e desinfeccdo das préteses®® ©*. Os medicamentos de uso topico, como a nistatina
e 0 miconazol, sdo normalmente aplicados nos primeiros episédios de candidose
de um paciente e se mostram efetivos para aliviar os sinais e sintomas clinicos da

%% No entanto, esses medicamentos

infeccdo associada a Candida spp.
apresentam resultados efémeros, pois ndo eliminam completamente esses
microrganismos™>**. Essa deficiéncia ocorre em consequéncia da diminuicdo da
concentracdo do agente topico nos tecidos infectados associada aos efeitos
diluentes da saliva e aos movimentos da lingua®. Como consequéncia da reduzida
acdo do agente antifungico topico, a recolonizacdo do microrganismo € frequente
ap6s o tratamento, o que leva a uma recidiva da infeccdo®®. A medicacdo
sisttmica € outra opcdo de tratamento, a qual € usualmente instituida em
individuos com salde geral comprometida e nos episddios de infeccdes

recorrentes®?. Nesses casos, medicamentos como fluconazol, itraconazol e



anfotericina B podem ser utilizados, porém tem sido relatado que a utilizacdo de
antifangicos sistémicos, particularmente a anfotericina B, pode promover efeitos
hepatotéxicos e nefrototéxicos>’.

Um aspecto importante a ser analisado na terapia com antifingicos
topicos ou sistémicos se refere a resisténcia que as espécies de Candida podem
apresentar a esses medicamentos. Apesar de a C. albicans ser considerada, na
maioria dos casos, susceptivel aos medicamentos do tipo azol, a persisténcia ou a
recorréncia da candidose ap6s o tratamento com esses agentes ndo é incomum®,
Diante das dificuldades impostas pelo surgimento dessa resisténcia microbiana,
muitas pesquisas vém sendo conduzidas buscando terapias alternativas para o
tratamento de infeccbes como a candidose. Uma modalidade terapéutica
promissora para a inativacdo de microrganismos patogénicos, principalmente os
resistentes aos tratamentos convencionais, € a Terapia Fotodindmica (do inglés,
Photodynamic Therapy ou PDT)%*03169.72,

A PDT é uma técnica terapéutica que envolve aplicacdo topica ou
sisttmica de um fotossensibilizador (FS) que é ativado por exposi¢do a uma luz
visivel com comprimento de onda adequado, em presenca de oxigénio. Essa
exposicao do FS a luz resulta na formacao de espécies reativas de oxigénio, tais
como oxigénio singleto e radicais livres, causando dano ou morte celular®**. A
primeira investigacdo do efeito antimicrobiano da PDT foi realizada em 1900 em
um estudo in vitro. Entretanto, seu potencial antimicrobiano ficou por muitos anos
inexplorado e a descoberta das propriedades de um derivado da hematoporfirina
como agente fotossensibilizador, em 1970, despertou um novo interesse clinico
paraa PDT?.

Os compostos derivados da hematoporfirina (do inglés,
haematoporphyrin derivative ou HpD) consistem de uma mistura de monémeros,
dimeros e oligbmeros e sdo produzidos, de acordo com a tecnologia original de
desfibrilagdo do sangue de animais e de humanos, a partir da hematoporfirina 1X
existente na circulacdo sanguinea. Dentre esses FSs destacam-se o Photofrin®, o

@248

Photogem® e o Photosan que foram pioneiramente utilizados na PDT para o

tratamento do céncer. Entretanto, alguns estudos in vitro ttm demonstrado que a
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utilizacdo desses FSs pode ser efetiva também na fotoinativacdo de bactérias e
fungos't+17314¢ Recentemente, estudos tém demonstrado o potencial da PDT na
inativacdo microbiana, ndo s6 de bactérias e fungos, mas também de alguns tipos
de virus*>%°,

O desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos contra
essa terapia parece ser improvavel, pois o oxigénio singleto e os demais radicais
livres gerados interagem em diversas estruturas celulares por diferentes
mecanismos®. O mecanismo da fotossensibilizagdo tem inicio quando as
moléculas do FS sdo irradiadas com luz visivel e os fotons sdo absorvidos pelo
FS. Com isso, um elétron é excitado do estado fundamental para o estado singleto.
Esse elétron pode retornar ao estado fundamental emitindo fluorescéncia ou
passar para o estado triplete. O FS no estado triplete possui um tempo de vida
relativamente longo, o que permite um aumento do nimero de colisGes, ainda em
estado excitado, com outras moléculas (por exemplo, com o oxigénio). Essa
interacdo com moléculas vizinhas pode ocorrer por meio de dois principais
mecanismos. Os produtos da reacdo tipo | sdo radicais livres que podem gerar
varios produtos oxidados. Entretanto, sdo as reagdes do mecanismo tipo Il as
principais envolvidas no processo da inativacdo celular. O FS no estado triplete
transfere energia ao oxigénio molecular (*0,), produzindo o oxigénio singleto
(*0,), e o FS retorna ao seu estado fundamental. A espécie *O, é altamente reativa
no sistema bioldgico e pode interagir com proteinas e lipideos promovendo a
inativacdo celular®***!. Além disso, essa terapia oferece outras vantagens para o
tratamento de infeccBes, tais como um amplo espectro de agdo, promovendo
citoxicidade contra uma grande variedade de microrganismos, alem de baixo
potencial mutagénico nas células expostas®®. Dessa forma, a PDT antimicrobiana
representa uma alternativa para tratamento antibacteriano, antifungico e antiviral,
principalmente para organismos resistentes aos tratamentos convencionais.

A PDT tem sido empregada recentemente na Odontologia para o
controle de patdgenos periodontais®, desinfeccdo de canais radiculares® e
tratamento de algumas infec¢des bucais, tal como a estomatite protética. Algumas

combinagOes de fotossensibilizadores e fontes de luz tém sido testadas para a
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inativagdo de microorganismos, especialmente a Candida spp.*****"#5®°_ Estudos
relataram a utilizacdo de variadas fontes de luz, entre elas o laser, os LED e a luz
halégena, tendo cada uma delas sua indicacdo apropriada®. O LED apresenta uma
emissdo de luz esponténea, ndo coerente e com certo espalhamento, possui um
custo do aparelho menor e tecnologia mais simples comparada com a do laser™.
Além disso, fontes de luz ndo-coerentes poderiam atingir efeitos mais superficiais
em relacio ao laser, em razdo do maior espalhamento da luz no tecido biolégico®,
0 que reduz a quantidade de luz absorvida. Embora a maioria dos estudos in vitro
de PDT utilize laseres com emissao de luz no espectro vermelho (em torno de 630
nm), estudos clinicos tém relatado o aparecimento de eritema, sangramento e
edema apds o tratamento de lesdes superficiais, como neoplasmas cutaneos e
acne. Esses efeitos colaterais sdo atribuidos a penetracdo da luz vermelha no
tecido biol6gico, uma vez que o comprimento de onda e a penetrabilidade da luz
no tecido sdo diretamente proporcionais®. Assim, a aplicacdo de uma luz de
comprimento de onda inferior, como, por exemplo, a azul (460 nm), poderia estar
mais bem indicada para o tratamento de lesdes superficiais, como € o caso da
candidose, pois a luz azul penetra superficialmente no tecido onde a infec¢do esta
instalada. Para isso, o agente FS empregado deve absorver luz em comprimentos
de onda curtos, 0 que parece ser uma importante vantagem dos compostos
derivados da hematoporfirina®®, visto que sua maior banda de absorgdo esta em
torno de 350 nm-400 nm?°,

Devido as suas propriedades antimicrobianas e a facilidade em sua
aplicacdo, no que se refere tanto ao emprego do FS quanto a facilidade de
iluminacdo da cavidade oral, acredita-se que essa terapia possua bom potencial
para 0 tratamento de infeccdes bucais®’. Entretanto, para que a PDT possa ser
considerada para o tratamento dessas infeccdes é importante que ela ndo cause
efeitos adversos aos tecidos da cavidade bucal. Um aspecto importante é o fato de
que maiores concentracfes de fotossensibilizador e dose de luz sdo necessarias
para a inativacdo da Candida, quando comparadas com bactérias, em razdo do
maior tamanho celular e das caracteristicas estruturais desses microrganismos, 0

que exige maior quantidade de oxigénio singleto para que a inativagdo celular



ocorra®. Segundo Chu?® (2006), uma concentragdo alta da droga (FS) pode causar
citotoxicidade as células tratadas. Os autores observaram danos ao DNA dos
linfocitos apo6s incubagdo das células com 0,75 mM de ALA (&cido
aminolevulinico) sem aplicacdo de luz. Dessa forma, além do potencial
microbiano da PDT seria importante avaliar o efeito citotoxico dessa modalidade
de tratamento sobre os tecidos bucais. Apesar de estudos in vitro terem

234176 resultados

demonstrado que PDT antimicrobiana possui efeitos citotoxicos
obtidos em estudos in vitro ndo podem ser diretamente extrapolados para
situagdes in vivo*.

Assim, considerando que ndo ha na literatura estudos in vivo
relatando os efeitos da PDT utilizando o Photogem® associado 4 irradiagdo com
LED azul, este estudo teve por objetivo avaliar o possivel efeito tdxico deste tipo

especifico de PDT em mucosa palatina de rato.
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2 Revisao de literatura

2.1 PDT no tratamento do cancer e de outras doencas

A fim de entender os mecanismos pelos quais a PDT, utilizando
acido aminolevulinico (ALA) como fotossensibilizador, poderia ser tdo efetiva

. *° em 1995, realizaram

guanto o Photofrin® no tratamento de tumores, Hua et a
um estudo utilizando ratos Fisher com tumores transplantados na regido
abdominal. Solugdes de ALA foram preparadas na concentragdo de 50 mg/kg -
600 mg/kg e foram administradas nos tumores transplantados, enquanto o
Photofrin® foi administrado na concentracdo de 5 mg/kg. A concentracdo de
ALA nos tecidos foi determinada pela medida da fluorescéncia do tecido apos a
administracdo do fotossensibilizador. Para isso, os animais foram sacrificados, e
amostras da regido tratada com o fotossensibilizador foram removidas e excitadas
a 400 nm para deteccdo de fluorescéncia da porfirina nos tecidos. Fluorescéncia
méaxima foi detectada a 605 nm e este pico foi mensurado para demonstrar a
existéncia de uma relagdo linear entre a concentragcdo do fotossensibilizador e a
intensidade da fluorescéncia. Sendo assim, os niveis de porfirina sintetizados em
varios tecidos apos a administracdo sisttmica de ALA (50-600 mg/kg) foram
diferentes, e 0 seu acimulo nos tecidos tumorais dependeu da concentracéo e do
tempo decorrido apos a administracdo do fotossensibilizador. Ja a efetividade do
ALA foi mensurada pela medida do tempo (dias) necessario para 0 aumento de
volume do tumor. Tumores tratados foram comparados a tumores nao tratados,
sendo os resultados comparados aos dados obtidos em estudo prévio de
tratamento de tumores com Photofrin®. O ALA foi administrado em varias
concentragfes (40 mg/kg a 600 mg/kg), 3 horas e 1 hora e meia antes da
irradiacéo (laser de argonio de 630 nm). A fluéncia total foi de 180 J/cm?, 270
Jlcm? ou 360 J/icm? e a luz também foi empregada de forma fracionada, 100
mW/cm? em intervalos de 30 segundos com iluminacdo e 30 segundos sem

iluminacdo, por uma ou 2 horas, equivalendo a 180 J/cm? ou 360 J/cm® Os
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tumores foram medidos antes da irradiacdo e apos atingirem o dobro do volume
inicial, quando os animais foram, entéo, sacrificados. A efetividade do ALA como
fotossensibilizador na PDT foi determinado pelo controle do crescimento do
tumor apds o tratamento. Os grupos controles consistiam de tumores que
receberam somente irradiagdo (360 J/cm?) ou de tumores que receberam apenas
aplicacdo de fotossensibilizador (ALA). Como resultado, os autores observaram
que, quando a concentracdo mais baixa (40 mg/Kg ALA) associada a irradiacdo
de 630 nm e 180 J/cm? foi aplicada, o crescimento do tumor néo foi retardado.
Além disso, todos 0s outros tratamentos promoveram um atraso significante no
crescimento do tumor. A administracdo de 50 mg/kg versus 300 mg/kg de
fotossensibilizador 3 horas antes da irradiacdo com 630 nm resultou em um tempo
médio para aumento do tumor de 7,5 versus 9 dias, respectivamente, o que ndo foi
estatisticamente significante. A irradiacdo com 630 nm, 180 J/cm? e fluéncia de
25 mW/cm? continua ou fracionada com 100 mW/cm® resultou em um
significante periodo mais longo para o aumento de volume do tumor, sendo ele de
13 dias e 18 dias respectivamente. As tentativas em aumentar a eficacia da PDT
com aumento da concentracdo do ALA ou aumento da fluéncia total para 270
Jlem? resultou na morte de 90% dos animais dentro de 48 horas ap6s a irradiagéo.
Necropsia demonstrou a ocorréncia de extensos danos causados pela PDT, como
severa inflamacao no local irradiado. No grupo tratado com 300 mg/kg de ALA
associado a uma luz de 610 nm, 100 mW/cm? e 360 J/cm?, também resultou em
um tempo mais longo para crescimento do tumor (18 dias). Entretanto, um tempo
significantemente maior de crescimento do tumor (25 dias) foi atingido quando
fotossensibilizador foi administrado a 300 mg/kg, em intervalos de 1 hora e meia
e 360 Jicm? de irradiacdo e fluéncia de 100 mW/cm?® Os resultados foram
favoraveis em relacdo ao tratamento com Photofrin®, ja que ndo houve atraso no
crescimento de tumores apds a sua administracdo (5 mg/kg) 24 horas antes da
irradiagéo fracionada com laser de 610 nm. Baseados nesses resultados, os autores
concluiram que o ALA sisttmico promoveu uma fotossensibilizacdo efetiva,
sendo a PDT com ALA uma alternativa eficaz para tratamentos que usam como

protocolo a administracdo de fotossensibilizadores exdgenos.
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Os principios bésicos de acdo da PDT contra o cancer, e alguns

fotossensibilizadores, foram revisados por Colussi et al.?*

, em 1996. Segundo o0s
autores, a PDT é um processo fototerapico que ocorre com o auxilio de um agente
quimico estranho ao organismo. A primeira investigacdo in vitro do efeito
fotodinamico foi realizada em 1900, quando foi observada a acdo tdxica da luz em
Paramecium sensibilizado por acridina laranja na presenca de oxigénio. A
descoberta das propriedades de um derivado da hematoporfirina, em 1970,
despertou um novo interesse clinico para a PDT, que atualmente vem sendo
aplicada no tratamento de alguns tipos de neoplasias. Para que a inativacao celular
ocorra, € necessaria a aplicagdo de um fotossensibilizador e de luz. Essa
associacdo, na presenca de oxigénio, promove a formacao de espécies altamente
reativas, como 0 oxigénio singleto, que pode interagir com moléculas bioldgicas,
levando a morte celular. Um composto quimico, para ser aplicado em PDT como
fotossensibilizador, deve apresentar propriedades especificas, tais como
solubilidade e estabilidade em solucéo aquosa, habilidade para transporte ativo ou
passivo, alto rendimento quantico e biocompatibilidade. Na terapia contra o
cancer, os derivados da hematoporfirina séo frequentemente utilizados, pois agem
simultaneamente como localizadores Opticos e fotossensibilizadores destrutivos e
com seletividade as células tumorais. Esse tipo de FS ja foi aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) para utilizacdo clinica em pacientes. Os lasers
sd0 o0s sistemas Opticos mais indicados para a fotossensibiliza¢do, devido a suas
propriedades de monocromaticidade, coeréncia e alta intensidade. Além disso, a
luz de laser pode ser aplicada em regides de dificil acesso, por meio de fibras
Opticas. No entanto, o tratamento de lesbes superficiais pode ser realizado com
sucesso por meio de irradiacdo com fontes de luz mais simples. Foi concluido que
0 desenvolvimento de sistemas Opticos com tecnologia simplificada podera
aumentar a aceitacdo e a viabilidade da utilizacdo da PDT entre os clinicos em

geral.

O objetivo de Levy, Obochi *® ao escrever este artigo de 1996, foi o

de explorar o potencial da Terapia Fotodindmica (PDT) como uma nova
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modalidade de tratamento de doencas. Os autores relataram que a origem da PDT
ocorreu a partir de observacdes feitas ha varias décadas, em que moléculas como a
hematoporfirina e seus derivados foram absorvidas por células tumorais e que
subsequente exposi¢do destas células a luz visivel causou a morte celular. A
primeira aprovagdo da PDT como modalidade terapéutica legitima foi na
oncologia. Além disso, na década passada, foram realizados avangos
consideraveis no entendimento dos mecanismos pelos quais a PDT atua para a
eliminacdo de tecidos tumorais poupando o tecido normal ao redor. Essa
seletividade vista em muitos fotossensibilizadores tem sido atribuida a duas
caracteristicas farmacocinéticas: a capacidade de o fotossensibilizador ser
absorvido por uma grande quantidade de células hiperproliferativas em
comparacdo com as demais células e a caracteristica de ser rapidamente absorvido
pelas células endoteliais neovasculares. Tumores solidos exibem essas
caracteristicas, e a maioria dos fotossensibilizadoes testados clinicamente exerce
um efeito tumoricida direto bem como apresenta uma capacidade de obliteracédo
vascular. Pesquisas com Photofrin® tém mostrado claramente que essas
propriedades sdo importantes para o efeito antitumoral deste fotossensibilizador.
Além disso, sugere-se que qualquer condicdo que envolva hiperproliferacdo
celular e neovascularizacdo possa ser candidata a PDT. Atualmente, parece que 0
futuro das aplicagdes ndo-oncologicas da PDT estd em duas areas gerais:
modalidades de tratamento bem sucedidas, que removem tecidos doentes
envolvendo hiperplasia ou neovascularizagéo, e em comportamento de modulagéo
celular, sem causar remoc¢do tecidual ou morte celular. Existe um ndmero
consideravel de doengas em que a remoc¢do de tecido anormal é o objetivo final
desejado, e hd uma quantidade consideravel de pesquisas, principalmente pré-
clinicas, em PDT explorando essas possibilidades. Doencas cardiovasculares,
hiperplasia de prdstata benigna, artrite reumatdide, disfuncdo uterina e
degeneracdo macular sdo exemplos de doencas que tém sido alvo de pesquisas

para o tratamento com PDT.
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Fotossensibilizadores tais com o Photofrin® podem fluorescer
quando estimulados por uma luz de comprimento de onda apropriado. Essa
fluorescéncia pode ser usada para detectar tumores em pacientes tratados por
PDT. Fotodeteccéo usando fluorescéncia foi estudada, em 1997, por Nauta et al.*”,
em diferentes estagios de lesdes pré-malignas e carcinoma de células escamosas
induzidas quimicamente em mucosa de palato de 24 ratos Wistar (n = 4). Apos a
inducdo do tumor por administracdo do carcinégeno 4NQO por 26 semanas, a
PDT foi instituida utilizando o Photofrin® como agente fotossensibilizador (2,5
mg/mL). Para a excitagdo do fotossensibilizador e a observagdo da fluorescéncia,
luz azul e luz verde com comprimentos de onda de aproximadamente 460 nm e
500 nm, respectivamente, foram utilizadas. A autofluorescéncia do palato de cada
animal foi registrada previamente e a irradiacéo foi realizada 24 e 48 horas apds a
injecdo do fotossensibilizador por, no maximo, 10 minutos, sendo a fluéncia total
da luz de excitagdo de 60 J/cm® Imediatamente ap6s a Gltima imagem de
fluorescéncia ter sido registrada, os animais foram sacrificados e, em seguida, 0
palato foi dissecado e fotografado de forma padronizada para registro do aspecto
macroscopico da mucosa do palato e dos tecidos ao redor. Os espécimes foram
processados para confeccdo de laminas histologicas (7um) e posterior analise
microscopica. Na analise macroscopica, observou-se alteracdo na cor da mucosa
do palato, aumento da ceratinizacédo, leve espessamento da mucosa e alteracdo na
topografia da rugosidade do palato. Além disso, lesdes epiteliais foram
encontradas apds 26 semanas. JA na analise microscopica, o indice de atipia
epitelial aumentou gradualmente ap6s a aplicacdo do 4NQO por um periodo de 26
semanas. A fluorescéncia foi diretamente proporcional a duracdo da aplicacdo do
carcindgeno em todos os casos. Além disso, uma correlacdo positiva foi
observada entre o indice de atipia epitelial e a intensidade de fluorescéncia nos
trés periodos de avaliacdo (antes da injecdo do fotossensibilizador, apds 24 horas
e apos 48 horas). Nao houve diferenca significativa entre a fluorescéncia obtida 24
e 48 horas apés a injecdo do Photofrin®. Os autores concluiram que a

fotodeteccdo com o Photofrin® tem um potencial de distinguir carcinoma de
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células escamosas e lesdes pré-malignas induzidas quimicamente na mucosa do
palato normal de ratos.

Jayasree et al.*’

, em 2001, teve como objetivo estudar a influéncia
dos fotossensibilizadores ALA e derivado da hematoporfirina quando associados
aos laseres He-Ne (3 J/cm?) e Nd:YAG (30 J/cm?) sobre a cicatrizacéo de feridas
em ratos. Esse estudo foi importante para entender o processo de cicatrizagdo
envolvido apds a PDT. Para isso, ratos Wistar de ambos os sexos foram utilizados,
sendo divididos em sete grupos (n=6): Grupo 1(controle), os animais nao
receberam nenhum tratamento; Grupo 2, 0s animais receberam aplicagédo de ALA
somente; Grupo 3, 0s animais receberam apenas aplicagdo do derivado da
hematoporfirina; Grupo 4, os animais foram tratados com ALA associado ao
laser He-Ne; Grupo 5, os animais foram tratados com ALA associado aos dois
tipos de laser (He-Ne e ND:YAG); Grupo 6, os animais foram tratados com o
derivado da hematoporfirina associado ao laser He-Ne e, por fim, no Grupo 7, 0s
animais foram tratados com o derivado da hematoporfirina associado aos dois
tipos de laser (He-Ne e ND:YAG). Em todos os grupos, exceto no controle, 0s
fotossensibilizadores foram administrados 24 horas antes da realizacdo da ferida
nos animais. O ALA foi administrado intraperitonealmente, e o derivado da
hematoporfirina foi administrado oralmente, ambos na concentracdo de 5 mg/kg
do animal, em animais que pesavam 160-200 gramas. Os animais foram
anestesiados e uma ferida de 2 cm x 2 cm foi provocada dorsalmente nos dois
lados da coluna vertical. Posteriormente, os animais receberam o0s respectivos
tratamentos, sendo a fonte de luz posicionada a 1 mm de distancia da pele por 1
hora. Apés o tratamento, os animais foram examinados todos os dias para
verificacdo de sua salde, sendo pesados em dias alternados. Além disso, a area
das feridas era medida diariamente e fotografadas periodicamente. No 5°, 8°, 15° e
25° dias, animais de todos os grupos tiveram a area correspondente a ferida
removida para posterior andlise histologica. Como resultado, os autores
observaram que, no grupo tratado com ALA e He-Ne, as feridas cicatrizaram mais
rapidamente, com seu completo fechamento em torno do dia 13 £ 1. J&4 no grupo 5
(ALA + He-Ne + Nd:YAG), o completo fechamento da ferida ocorreu no dia 17 =
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1, enquanto no grupo controle os animais apresentaram completa cicatrizacdo no
19° dia. Entre os animais tratados com o derivado de hematoporfirina, os que
apresentaram cicatrizacdo mais rapida (14 £ 1 dias) foram aqueles tratados com a
combinacéo dos lasers, tendo aqueles tratados somente com o He-Ne apresentado
cura no 16 £ 2 dias. Os animais dos Grupos 2 e 3 apresentaram completa
cicatrizagdo nos 20 + 1 dia e 18 %= 2 dias respectivamente. Os achados
histopatolégicos foram similares em todas as amostras no 15° dia, apresentando
necrose e inflamacdo da epiderme e na derme. No 18° dia, as imagens estavam
semelhantes as do 15° dia, porém com menor grau de necrose e inflamacao. Todos
0s grupos, exceto o que foi tratado apenas com ALA, apresentaram completa
reepitelizacdo no 15° dia; entretanto, uma leve necrose subepitelial e inflamacao
estavam presentes. Além disso, deposicdo de colageno em todos 0s grupos
também foi observada. No 21° dia, os estudos histopatolégicos demonstraram
completa cicatrizacdo de todos 0s grupos com densa cicatriz coldgena. Somente
no Grupo 7 (derivado da hematoporfirina + He-Ne + Nd:Yad) foi observada
maturacdo parcial do coladgeno, enquanto nos outros grupos esse colageno
apresentava-se imaturo, promovendo uma maior reducdo na extensdo da ferida.
Baseados nesses resultados, os autores concluiram que a terapia fotodinamica
acelera o processo de cicatrizacdo das feridas em ratos. O tratamento associando
ALA ao laser He-Ne foi adequado para a cicatrizacdo, e 0 tratamento com
derivado de hematoporfirina em combinacdo com os dois tipos de laser também se
mMOStrou promissor.

Dougherty %, em 2002, relatou, em uma revisdo de literatura, que
muitos autores tém considerado a Terapia Fotodinamica como um tratamento
alternativo para o cancer e para outras doencas. No tratamento do cancer, o
protocolo utilizado é a injecdo prévia (2 dias) do fotossensibilizador Photofrin® (2
mg/Kg) associado & irradiacdo com uma fonte de luz de 630 nm, variando apenas
a dose utilizada. Além disso, o autor relatou que as situacBes clinicas néo
oncologicas em que a PDT tem sido empregada de forma favoravel séo as
queratoses actinicas e a degeneracdo macular relacionada a idade. Muitos

fotossensibilizadores tém sido pesquisados, principalmente para o tratamento de



REVISAO DE LITERATURA

doencas, tais como doencas das artérias coronarias e cancer de cabeca e pescoco.
Quanto ao mecanismo de acdo da PDT, sabe-se a morte celular é mediada pelo
oxigénio singleto e por outras espécies reativas de oxigénio e que o dano vascular
é o responsavel pela destruicdo do tumor. Entretanto, a importancia das respostas
inflamatorias e imunes tem sido considerada recentemente. Imunidade especifica
apos a PDT vem sendo demonstrada em varios estudos em animais; no entanto,
desconhece-se a ocorréncia de processos semelhantes em pacientes submetidos a
PDT, sendo provavel que 0s mecanismos experimentais em animais e seres
humanos sejam semelhantes.

A Terapia Fotodinamica com o fotossensibilizador Verteporfin tem
sido demonstrada como uma terapia promissora para 0 tratamento de
neovasculariza¢do coroidal (CNV) resultante de doencas como a degeneragdo

macular e miopia. Zacks et al.™

, em 2002, avaliaram tratamento de
neovasculariza¢do coroidal (CNV) induzida com PDT utilizando o Verteporfin
como fotossensibilizador. Verteporfin (3 e 6 mg/m?) associado a quatro doses de
luz de laser (10, 25, 50 e 100 J/cm?) de 685 nm e irradiancia constante de 600
mW/cm? foi aplicado sobre as lesdes. O tempo de incubagdo do
fotossensibilizador foi de 15-20 minutos, e os tempos de irradiagédo foram 7, 42,
83 ou 166 segundos. Angiografia foi realizada 24 horas e 7 dias ap0s o tratamento
para analise do acumulo do fotossensibilizador nos vasos. Em seguida, apos a
angiografia e seguindo os periodos de avaliacdo (24 horas e 7 dias), os olhos dos
animais foram removidos para realizacdo de analise histoldgica, sendo os efeitos
da PDT com Verteporfin avaliados de acordo com uma tabela de classificagdo
histopatoldgica. Os autores observaram que as taxas de acumulo das CNVs
variaram em funcdo da concentracdo de verteporfin e da dose de luz. Apds 24
horas, constataram que, com ambas as concentracdes de fotossensibilizador,
houve uma penetracdo minima na CNV, quando uma dose de luz de 10 J/cm? foi
utilizada. Porém, as doses de 25 J/cm?, 50 J/cm? e 100 J/cm? permitiram maior
penetracdo das CNVs. No periodo de 7 dias apo6s a aplicacdo de PDT, maior
diferenca foi observada entre as concentracdes do fotossensibilizador. Os animais

que receberam aplicacdo de Verterporfin na concentracdo de 3 mg/m® ndo
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apresentaram uma penetracao substancial na CNV, exceto quando a maior dose de
luz foi aplicada. Em contraste, a taxa de penetracdo com a concentracdo de 6
mg/m? aumentou de forma dose de luz-dependente. Na anélise histoldgica, 24
horas apés a PDT e com fotossensibilizador na concentracido de 6 mg/m?
associado a dose de luz de 25 J/cm?, observaram um colapso e o fechamento de
canais vasculares no complexo da CNV, bem como na corondide subjacente.
Além disso, observaram fibrina nos espacos extravasculares, danos nas paredes
dos wvasos, macrofagos migrando para o interior do complexo de
neovascularizacdo coroidal e vacuolizacdo das células endoteliais. J& no periodo
de 7 dias apés a PDT, observaram organizacdo do complexo da CNV com
tendéncia para cicatrizacdo e proliferacdo do tecido fibroso no seu interior, a
retina das lesdes subjacentes. Com base nesses resultados, os autores concluiram
que a PDT utilizando Verterporfin como fotossensibilizador foi eficaz no
tratamento da CNV em animais, podendo ser vélido e efetivo em humanos
tambem.

Moan et al.*®, em 2003, relataram, por meio de uma reviséo de
literatura, os aspectos historicos da PDT. Os autores escreveram que a primeira
evidéncia experimental do potencial da fotossensibilizagdo nas ciéncias da salude
foi obtida em 1898 na Universidade de Munique, na Alemanha, quando da
observacdo de que a letalidade do alaranjado de acridina para o protozoario
Paramecium era mais dependente da exposicdo a luz ambiente do que da
concentracdo do corante. Posteriormente, em 1904, VVon Tappeiner e Jodlbauer
consideraram que a dindmica das reacdes fotobioldgicas era dependente da
presenca de oxigénio, distinguindo-a do processo de fotossensibilizagdo
observado na revelacdo de filmes fotograficos por certos croméforos. Com base
nessa hipotese, criaram o termo acdo fotodinamica (photodynamic wirkung).
Além disso, afirmaram que, a partir dos resultados obtidos em estudos realizados
por Dougherty e colaboradores, a pesquisa com terapia fotodinamica se estendeu
para os mais diferentes campos da Medicina, com resultados pouco eficazes em
razdo de limitacOes técnicas e metodoldgicas dos estudos conduzidos. Entretanto,

hoje a PDT utilizando o Photofrin® como fotossensibilizador € aprovada nos
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Estados Unidos da América, Canada e Japdo para o tratamento de alguns tipos
precoces de neoplasias (bexiga, cancer de eséfago, cancer de pulméo de células
ndo pequenas), de lesdes pré-neoplasicas (Es6fago de Barrett) e para a
degeneracdo macular associada a idade.

Ahn et al.?, em 2004, realizaram um estudo para avaliacéo do efeito
antitumoral da PDT com o fotossensibilizador Photogem® e laser de diodo em
quatro linhagens celulares de cancer de Utero (CaSki, HT3, HelLa, e SKOV-3) e
em tumores induzidos em camundongos. As células foram expostas a solucbes de
Photogem® (1,25; 2,5 e 5,0 ug/mL) e irradiadas por um laser de diodo equipado
com luz halégena (630 nm; 2 J/cm?). Apés um periodo de 1, 3, 6, 12, 24 e 48
horas, as células foram observadas em microscopico Optico para determinagdo das
alteracdes morfologicas induzidas pela PDT em relacdo ao grupo ndo submetido a
irradiacdo. A avaliagdo do metabolismo celular foi realizada pelo teste MTT apds
24 e 48 horas da PDT. Para a realizacdo da citometria de fluxo, as células foram
incubadas com Anexina-V e lodeto de Propideo com o intuito de identificar o tipo
de morte celular causada pela PDT com Photogem®, apoptose ou necrose,
respectivamente. Os resultados mostraram que a inibi¢cdo do crescimento celular
nas 48 horas ap6s PDT em qualquer concentragdo de Photogem® foi dependente
do tipo celular quando comparado ao grupo controle. Além disso, a curva de
sobrevivéncia de cada tipo celular foi diretamente proporcional ao tempo e a dose
utilizados. Os resultados também demonstraram que o dano causado pela PDT as
células tumorais foi praticamente limitado a necrose no tempo inicial. A
irradiacdo do tipo celular CaSki na presenca do Photogem® induziu o
rompimento da membrana plasmética e a redugdo do tamanho da célula,
indicando que a membrana plasmatica foi o alvo principal do FS. No estudo in
vivo, os animais foram divididos em quatro grupos (n=10): I (controle) — nenhum
tratamento foi estabelecido; Il — aplicacdo apenas de Photogem®; Ill- aplicacéo
somente de luz e IV- aplicacdo de Photogem® associado a luz. A resposta ao
tratamento foi determinada por meio da taxa de sobrevivéncia dos animais e pelo
tamanho dos tumores. Photogem® foi injetado (5 mg/kg), sendo os tumores,

posteriormente (24 de incubacdo), irradiados com um laser (630 nm e poténcia de
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400 mW/cm?) por 250 segundos. O tamanho dos tumores foi avaliado a cada 2
dias durante as 4 semanas seguintes ao tratamento. Como resultado, os autores
observaram uma taxa de sobrevivéncia de 50% dos animais do grupo controle em
12 dias. Ja no grupo onde se estabeleceu a PDT, a maioria dos animais sobreviveu
apos 30 dias. Para o0s animais que receberam apenas aplicacdo de
fotossensibilizador, a taxa de sobrevivéncia foi também de 50%; entretanto, tal
fato foi observado ap6s 15 dias. E finalmente, no grupo dos animais que sofreram
apenas irradiacdo, foi observada uma sobrevivéncia de 50% dos animais apds 25
dias. Quanto ao tamanho dos tumores apds o tratamento, observaram um aumento
de tamanho de forma similar no grupo controle e no grupo que recebeu apenas
aplicacdo do Photogem®, indicando nenhuma citotoxicidade desse FS quando
aplicado isoladamente. Entretanto, no grupo em que a PDT foi realizada, os
tumores apresentaram uma reducdo de tamanho imediatamente ap6s. Esse
decréscimo de tamanho se estabilizou ap6s 8-14 dias e um leve aumento voltou a
ocorrer até o término do periodo de avaliagdo (30 dias). No grupo que recebeu
apenas aplicacdo de laser, houve um leve atraso no crescimento do tumor. Os
resultados desse estudo indicaram que o Photogem® possui afinidade tumoral e
causou morte celular por necrose em conseqiiéncia do dano na membrana
plasmatica, sendo esse o principal mecanismo do efeito antitumoral da PDT
associada ao Photogem®. Além disso, considerando a rapida absorcdo do FS e a
excelente permeabilidade do tecido ao laser de diodo, a PDT utilizando o
Photogem® exerceu alta atividade antitumoral em relacdo aos demais
fotossensibilizadores, levando as células tumorais & necrose com reduzidos efeitos
adversos.

Babilas et al.?, em 2005, relataram em uma revisdo de literatura que
a primeira evidéncia clinica da eficacia da PDT foi obtida em 1903 por Dreyer,
em Copenhaguem, e Jesionek e VVon Tappeiner, em Munique, quando aplicaram
eosina ou eritrosina tépica, seguido de exposic¢do a luz, em pacientes portadores
de pitiriase versicolor, psoriase, carcinoma basocelular, lupus vulgar, sifilis,
condiloma acuminado e molusco contagioso. As pesquisas prosseguiram até 1905,

com a experimentagdo de novos fotossensibilizadores como dicloroantraceno e o
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vermelho madalena de Grubler. Apesar dos pesquisadores terem obtido alguns
desfechos clinicos favoraveis, falhas metodoldgicas relacionadas ao
acompanhamento dos pacientes, a ocorréncia de efeitos adversos importantes e 0s
resultados favoraveis advindos do uso de radiagdo ionizante no tratamento de
neoplasias determinaram a suspensao desses experimentos pioneiros.

Chang et al.*, em 2005, tiveram por objetivo avaliar a PDT como
um novo procedimento diagndstico para deteccdo de neoplasmas em tecido oral
de animal por meio de fluorescéncia induzida por protoporphirina 1X. Photofrin®
(2,5 mg/mL) foi aplicado topicamente em neoplasmas orais de 14 hamsters
machos (Golden Syrian) por 3 horas. Posteriormente, o fotossensibilizador foi
removido, e imagens dos neoplasmas tratados foram realizadas sob iluminacao
com luz azul (lampada Xenon, 380 nm - 420 nm), 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96
horas ap0ds a aplicagdo do FS. A absor¢do do FS pelo tecido alvo e sua posterior
excitacdo quando exposto a fonte de luz diferenciou macroscopicamente as
regides patoldgicas. A analise microscépica foi realizada por meio da microscopia
de luz e de fluorescéncia. Quatro amostras de cada bochecha foram tiradas de
cada um dos 14 animais e submetidas a coloragdo com H&E para realizacdo da
andlise histoldgica. A quantificacdo das alteragdes presentes nos tecidos foi
realizada com o auxilio de uma tabela de escores numéricos, e anélise estatistica
foi utilizada para medir as diferentes intensidades de fluorescéncia. Subsequente
comparacdo entre a quantificacdo de caracteristicas fluorescentes no tecido e o
histologico foi realizada. Como resultado, os autores observaram que, dos 14
hamsters (28 biopsias), 4 (14,3%) exibiram hiperplasia escamosa e 24 (85,7%)
apresentaram carcinoma de células escamosas. Os neoplasmas presentes na
bochecha dos animais puderam ser claramente distinguidos da mucosa sadia
subjacente sob iluminacdo fluorescente. Essa diferenca de fluorescéncia entre o
tecido saudavel e as lesdes foi estatisticamente significante. Além disso, a
microscopia fluorescente revelou que a fluorescéncia foi uniformemente
localizada na camada epitelial 3 horas apds a aplicacdo do Photofrin®. Baseados

nesses resultados, os autores concluiram que a deteccdo por fluorescéncia
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promove uma técnica sensivel e ndo-invasiva de identificacdo precoce de
neoplasmas malignos na cavidade oral.

As opcdes de tratamento para o liquen plano s&o numerosas,
incluindo agentes topicos e sistémicos. Aghahosseini et al.*, em 2006, relataram os
resultados do tratamento de 2 casos de liquen plano com PDT mediado por azul
de metileno (0,05 g/100cc). Dez minutos antes da irradiagdo com laser diodo de
620 nm, os pacientes bochecharam a solugdo por 5 minutos e, a seguir, as lesdes
foram iluminadas com uma dose de 100 J/cm?. Os pacientes foram acompanhados
apos 3, 7, 15 dias, 1 e 9 meses ap6s a PDT. As lesdes foram mensuradas e
fotografadas antes da PDT e nas sessfes de acompanhamento. No paciente 1, uma
semana ap0s uma Unica sessdo de PDT, as lesdes desapareceram completamente,
e os resultados permaneceram estaveis pelos nove meses seguintes. No paciente 2,
uma semana apos o tratamento foi observada uma reducéo no tamanho das lesdes.
Por outro lado, lesdes na lingua ndo mostraram nenhuma resposta. Segundo 0s
autores a PDT pode ser efetiva no tratamento de liquen plano oral, entretanto
estudos clinicos sdo necessarios para confirmar a eficacia da PDT no tratamento
dessa doenga.

Alexiades-Armenakas®, em 2006, avaliaram, por meio de uma
revisdo de literatura, a aplicabilidade da PDT no tratamento de lesbes
dermatoldgicas superficiais. Segundo o autor, os primeiros FSs utilizados foram
os derivados da hematoporfirina. Em associacdo, fontes de luz como lampadas
halégenas, luzes ndo coerentes e lampadas de amplo espectro de emissdo
luminosa foram empregadas. A escolha do comprimento de onda emitido pela
fonte de luz deve levar em consideracdo o espectro de absorcdo do FS utilizado.
No caso das porfirinas, a luz azul é mais bem absorvida, pois apresenta um pico
de absorcdo por volta dos 400 nm. No entanto, fontes de luz com emissédo
vermelha também sdo utilizadas. Embora ndo possuam alto poder de absor¢do
pelas porfirinas, sdo profundamente absorvidas pelo tecido por causa do alto
poder de penetracdo tecidual, a utilizacdo de luzes vermelhas provoca o
surgimento de efeitos colaterais nos tecidos proximos a lesdo tratada. Dessa

forma, estudos recentes tém sido conduzidos com o objetivo de tornar a PDT uma
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modalidade terapéutica segura para o tratamento de infec¢bes superficiais,
minimizando o surgimento de desconfortos, eritema e sangramentos apds sua
aplicacdo. A utilizacdo da luz azul possui uma penetracdo inferior no tecido
biolégico, portanto, a chance de ocasionar danos aos tecidos subjacentes é menor.
Além disso, os lasers pulsados de corantes tém sido avaliados para o tratamento
de enfermidades como queratose actinica, queilite actinica, hiperplasia sebacea,
liqguen esclerético e, mais recentemente, para o tratamento de acne. O autor
concluiu que o desenvolvimento de novas fontes de luz e de FSs tem promovido a
aplicagdo da PDT em dermatologia, com menores riscos de efeitos colaterais e
com alta eficiéncia no tratamento de alguns tipos de lesdes.

Babilas et al.®, em 2006, avaliaram a eficacia da Terapia
Fotodinamica utilizando o ALA como fotossensibilizador e dois tipos de fontes de
luz no tratamento de queratose actinica in vitro e in vivo. Queratindcitos de
epiderme humana foram incubados com ALA (100, 200, 300, 400 e 500 pmol/ L)
por 24 horas, sendo irradiadas por luz halégena (580-750 nm, poténcia de 40
mW/cm? e dose de 24 J/cm?) ou por LED (633 + 3 nm, poténcia de 40 mW/cm? e
doses de 3, 6, 12 e 24 J/ cm?). Os resultados mostraram que a viabilidade celular
dos queratinocitos foi significantemente reduzida pelo ALA associado as fontes
de luz (LED e luz halégena), e que ndo houve diferenca entre as fontes de
iluminacdo. A irradiacdo por si sO ndo afetou a atividade metabdlica celular;
entretanto, os controles em que somente o ALA foi aplicado apresentaram uma
reducdo progressiva na viabilidade celular ap6s a incubacdo que variou entre 20%
a 1% nas concentrac¢des de 300 pumol/L -500 pumol/L. No estudo in vivo, pacientes
(n=40) com diagnostico clinico de queratose actinica foram submetidos a PDT.
ALA (pomada contendo 20% de FS) foi aplicado sobre todas as lesdes,
abrangendo 5 mm do tecido normal ao redor, e, apos 4 horas, metade do nimero
total de lesBes foi irradiada com uma fonte de luz halégena vermelha (dose de 100
Jlem? e intensidade de 160 mW/cm?) e a outra metade foi iluminada por um LED
(dose de 40 J/cm? e intensidade de 80 mW/cm?). Apés o tratamento, 0s pacientes
foram acompanhados por 6 semanas, 3 e 6 meses, sendo a resposta das leses ao

tratamento classificada em: remissdo completa e ndo remissdo da lesdo. Além
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disso, foram realizadas fotografias, e a satisfacdo dos pacientes também foi
avaliada. Efeitos adversos envolvendo as reacGes de fototoxicidade que
normalmente ocorrem ap6s a PDT (dor e vermelhiddo) foram registrados antes e
ap6s a irradiacdo. Os autores ndo observaram diferenca estatisticamente
significante entre as duas fontes de luz no tratamento da queratose actinica in
vivo. Ambos os tratamentos, ap0s 6 semanas, obtiveram indices de remissao
completa de 84,3% para o LED e de 82,8% para luz haldgena. Reagdes adversas,
tais como sensacdo dolorosa de queimacgdo, foram observadas em todos os
pacientes durante e ap0s a irradiagdo com as duas fontes de luz. Entretanto,
nenhum paciente desistiu do tratamento em razdo desse desconforto. Baseados
nos resultados, os autores puderam concluir que a eficicia do tratamento da
queratose actinica com PDT utilizando ALA foi similar para ambas as fontes de
luz, tanto no estudo in vitro quanto no in vivo.

Konopka, Golinski*®, em 2007, abordaram, em uma revisdo de
literatura, as diversas aplicacbes da PDT na Odontologia em diferentes areas
como: tratamento de cancer bucal, terapia para infeccdes bacteriana e fangicas e
diagndstico fotodindmico de lesdes bucais potencialmente malignas. As vantagens
da PDT sobre as demais terapias antitumorais foram a caracteristica ndo invasiva
da PDT, os efeitos adversos moderados, a seletividade para a area alvo sem causar
danos aos tecidos subjacentes sadios, 0s excelentes resultados estéticos, entre
outras. Os autores acreditavam que a PDT pudesse se tornar o tratamento de
escolha para o cancer de cabega e pescogo, incluindo tanto as lesdes pré-malignas
quanto lesBes primarias, recorrentes e metastases. A PDT como terapia
antimicrobiana foi inicializada had mais de um século; no entanto, com a
descoberta dos antibioticos, seu desenvolvimento ficou restrito. Com a
emergéncia de varias cepas microbianas resistentes aos antibidticos disponiveis no
mercado, a PDT voltou a ser considerada como possivel tratamento. O
desenvolvimento de resisténcia contra a PDT parece ser improvavel, pois o
oxigénio singleto e os demais radicais livres gerados interagem em diversas
estruturas celulares por diferentes mecanismos. A PDT tem sido utilizada no

controle de biofilmes, pois atua tanto nos microrganismos quanto na matriz
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extracelular, promovendo a desorganizacdo do biofilme. Além disso, tem sido
empregada no controle de agentes patogenos periodontais, na desinfeccdo de
canais radiculares e no tratamento da estomatite protética. Os estudos recentes se
baseiam na descoberta de fotossensibilizadores especificos para que atuem nos
patogenos selecionados e ndo promovam uma intensa destruicdo microbiana,
deixando o paciente susceptivel a infeccbes oportunistas. Pela facilidade de
iluminacdo da cavidade oral, a PDT se torna uma terapia com potencial para ser
aplicado clinicamente tanto no tratamento de infec¢des bucais como tratamento de
cancer bucal e lesbes com displasia epitelial. Segundo os autores, o futuro da
terapia fotodindmica depende das interacdes entre sua aplicacdo clinica e o
desenvolvimento de inovacgdes tecnologicas.

A localizagdo dos  fotossensibilizadores nas  organelas
citoplasmaticas durante a PDT representa um papel importante na destruicdo

celular. Dessa forma, Saczko et al.®®

, em 2007, se propuseram investigar a
localizacdo do fotossenssibilizador Photofrin® (Ph) em linhagens celulares
malignas (A549, MCF-7, Me45) e celulas endoteliais normais (HUV-EC-C). As
células foram incubadas com Ph na concentragdo de 30 pg/mL por diferentes
periodos: 1, 2, 3 e 4 horas. Posteriormente, 0s grupos experimentais foram
avaliados por microscopia de fluorescéncia e confocal para visualizacdo do Ph nas
células normais e malignas. Em duas linhagens malignas, a maxima concentragdo
citoplasmatica do Ph foi observada somente no periodo de 4 horas e a
fluorescéncia mais intensa ocorreu ao redor da membrana nuclear. Na linhagem
Me45, o Ph penetrou nas mitocondrias. Na linhagem normal, o Ph se difundiu
pelo citoplasma e se acumulou ao redor do nicleo. Entretanto, nesse tipo celular,
ndo houve diferenca entre os diferentes periodos de incubacdo. Os resultados
obtidos, baseando-se na localizacdo mitocondrial do Photofrin®, demonstraram
que a PDT pode contribuir para eliminacdo das células malignas pela inducéo de

apoptose.

O objetivo do estudo de de Almeida et al.>, em 2008, foi avaliar a

influéncia da terapia fotodinamica em ratos com doenga periodontal induzida.
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Para isso, 120 ratos Wistar machos receberam uma ligadura de algodao
subgengival do 1° molar inferior para indugdo da doenca periodontal. Apds dois
dias, os animais foram divididos nos seguintes grupos (n=30): grupo controle,
animais com ligadura somente; grupo MB, animais com ligadura que recebeu 1
mL de fotossensibilizador (azul de metileno a 100 pg/mL); grupo LLLT (low-
level laser therapy), animais com ligadura que receberam aplicagéo de laser de
baixa poténcia, e grupo PDT, animais com ligadura que foram submetidos a
irrigacdo com 1 mL de fotossensibilizador seguido por 1 minuto de irradiacéo
com laser de baixa poténcia. O laser utilizado possuia comprimento de onda de
685 nm, com poténcia de 0,05 W, densidade de poténcia de 0,037 W/cm?, sendo a
dose de 4,5 J/cm?. Nos grupos MB e PDT, o 1° molar foi irrigado com 1 mL de
fotossensibilizador, e, apds 1 minuto, o grupo PDT recebeu tratamento com laser,
permanecendo este em leve contato com a face vestibular do dente a ser tratado.
Os animais foram sacrificados 7, 15 e 30 dias apds a colocagdo da ligadura, e suas
mandibulas foram removidas e processadas para posterior analise histométrica e
histologica. As laminas foram analisadas em microscépio de luz, onde a perda
Ossea e as caracteristicas do ligamento periodontal na regido de furca do 1° molar
foram estabelecidas. Na andlise histométrica intragrupo, observaram que, no
grupo controle, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
dos diferentes periodos de analise. Ja no grupo MB, houve menor perda dssea no
periodo de avaliacdo de 25 dias, enquanto ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos de todos os periodos analisados. No grupo LLLT,
menor perda dssea ocorreu no periodo de avaliacdo de 7 dias, ainda que ndo
houvesse diferenca estatisticamente significante entre todos os grupos de todos os
periodos avaliados. Por fim, no grupo PDT, observaram diferenca estatisticamente
significante entre todos os grupos. A analise estatistica revelou menor perda 6ssea
no periodo de 15 dias comparado ao de 7 dias e maior perda 6ssea no periodo de
30 dias. Na analise intergrupos, testes paramétricos ndo revelaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos controle, MB e LLLT no periodo de
7 dias. O grupo PDT apresentou menor perda 6ssea quando comparado aos outros

grupos no periodo de avaliacdo de 7 dias. No periodo de 15 dias, este grupo
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demonstrou menor 0ssea quando comparado ao grupo controle e LLLT, e néo
houve diferenca estatisticamente significante entre os dois Gltimos grupos. A
andlise estatistica ndo demonstrou diferenca de perda 6ssea entre todos 0s grupos
no periodo de 30 dias; entretanto o grupo LLLT demonstrou menor perda dssea.
Na analise histologica, a maioria dos espécimes avaliados no periodo de 7 dias
demonstrou tecido 6sseo com trabeculado 0sseo fino, com insercdo de finas fibras
colagenas e osteoblastos ativos. Nos espécimes dos grupos PDT e LLLT, o
trabeculado dsseo estava espesso e sem sinais de reabsorcdo, com alta densidade

de insercdo de fibras colégenas no grupo PDT.

2.2 PDT antimicrobiana

1.1 em 1989, avaliaram a influéncia de diversos

Bertoloni et a
parametros na foto-inativacdo de C. albicans sensibilizadas por um derivado de
hematoporfirina. O microrganismo foi cultivado aerobicamente a 37°C em meios
de Sabourarud Broth e Brain Heart Infusion, os quais foram modificados ou ndo, a
fim de se verificar a influéncia da composicdo do meio na fotoinativacdo celular.
Apds a obtencdo de suspensdes celulares em solugdo salina, as amostras foram
incubadas no escuro com porfirina nas concentragdes de 0,1 a 1000 mg/L por 6 ou
30 minutos. Para irradiacdo, foram utilizadas quatro lampadas de tungsténio de
250 W, numa fluéncia de 6 mW/cm? e a suspensdo celular foi mantida em
diversas temperaturas, que variaram entre 2 e 42°C. Em seguida, as amostras
foram analisadas em microscopia de luz e eletrdnica. A ligacdo entre a porfirina e
a célula foi estimada, e também foram avaliadas as atividades enzimaticas de
ATPase e citocromo-c-oxidase, as quais indicam as propriedades funcionais da
membrana citoplasmatica e da mitocondria celular, respectivamente. Foi
observado que a reducdo da viabilidade celular foi dependente do tempo de
iluminacdo, e que apenas concentracdes acima de 1 mg/L de porfirina foram

efetivas para foto-inativagdo celular. Uma reducgéo significativa da atividade da
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enzima citocromo-c-oxidase foi verificada apds 5 minutos de irradiacéo, enquanto
que a atividade da ATPase apresentou reducdo apds 1 minuto de irradiacdo e ndo
foi afetada por tempos mais prolongados. Também foi verificado que, quando
temperaturas maiores de irradiagéo foram utilizadas, a inativacao celular foi maior
e a fluorescéncia das células foi menor, indicando mobilidade da porfirina ligada a
célula. A sobrevivéncia das amostras cultivadas em Sabouraud foi maior do que a
sobrevivéncia das amostras cultivadas em Brain Heart Infusion. Adicionalmente,
a modificacdo dos meios ndo alterou a capacidade das células em se ligar a
porfirina. A adicdo de glicose e a auséncia de sais e fosfato aumentaram a
sobrevivéncia do microrganismo no meio de cultivo, enquanto que a variagdo de
pH ndo alterou a viabilidade celular. Quando suspensdes sensibilizadas pela
porfirina foram lavadas trés vezes, foram necessarios maiores tempos de
irradiacdo para diminuir a viabilidade do microrganismo, que apresentou maior
permeabilidade celular. A microscopia eletrénica demonstrou que as amostras
irradiadas por 10 minutos apresentaram células com alteragdes morfologicas, e
que as células irradiadas por tempos maiores apresentaram rompimento da
membrana citoplasmatica e organelas. Também foi verificado que, quando tempos
de 10 e 30 minutos foram utilizados para irradiacdo das amostras, a fluorescéncia
do DNA diminuiu, indicando dano a membrana nuclear. Os autores concluiram
que a fotossensibilizacdo de C. albicans pela porfirina causa um dano inicial na
membrana citoplasmatica, o qual permite a penetracdo das moléculas do
fotossensibilizador para dentro do citoplasma, danificando componentes vitais
para célula.

Com base em dados cientificos publicados na literatura,
Wainwright’*, em 1998, apresentou os fotossensibilizadores disponiveis para a
realizacdo da PDT antimicrobiana. De acordo com o autor, a utilizacdo das
porfirinas, que sdo um tipo de FSs macrociclicos, é decorrente do seu emprego no
tratamento fotodinamico de cancer. Os derivados de hematoporfirina sdo uma
combinacdo de fotossensibilizadores oligoméricos derivados do sangue, e foram
0s primeiros agentes a receberem aprovacdo do FDA (Food and Drug

Administration) para aplicagdo clinica da PDT. As porfirinas aniénicas sdo
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efetivas para a foto-inativacdo de bactérias Gram-positivas. Entretanto, as
bactérias Gram-negativas, por apresentarem uma parede celular mais complexa,
somente sdo sensibilizadas quando a porfirina ani6nica é utilizada em associacao a
um derivado nonapeptideo de colistina, que promove abertura de canais na
membrana bacteriana. As porfirinas também tém se mostrado efetivas para
inativacao de virus in vitro, causando aparentemente um dano ao envelope viral.
Segundo o autor, as pesquisas realizadas até 0 momento ainda nao indicam a PDT
como uma forma de tratamento em substituicdo as drogas antimicrobianas, mas
sim como uma forma de se aprimorar o tratamento de infec¢fes locais devido ao
menor custo e a maior agilidade que pode ser obtida.

Carré et al.’, em 1999, apresentaram um estudo da atividade
fotodinamica de 5 porfirinas sintéticas modificadas por meio de associacfes de
acucares e meso-carbonos. Todas as solucGes foram preparadas com um derivado
de hematoporfirina, o qual também teve sua capacidade fotossensibilizadora
avaliada. Apos a obtencdo do FSs, foram realizados testes para a determinacdo da
capacidade formadora de oxigénio singleto de cada um deles. Suspensoes
celulares do fungo Saccharomyces cerevisie foram colocadas no interior de tubos
de ensaio, e foram incubadas com as solugdes de porfirina na concentracdo de
10°M. A iluminacdo das amostras foi realizada com uma lampada de tungsténio
(500 W/m?). Suspensdes controle foram tratadas com os FSs e mantidas no
escuro. Adicionalmente, foram realizados testes para a verificagdo da presenca de
clonogenicidade e permeabilidade de membrana. Foi observado que as porfirinas
mais efetivas na inativacdo do fungo foram a monoglucosilporfirina e a cis-
diglucosilporfirina. As analises de presenca de clonogenicidade e fragmentacéo de
DNA evidenciaram que a atividade fotodindmica desses compostos resultou em
dano intracelular nas células fungicas. Os autores concluiram que a habilidade dos
FSs em atingir o interior da célula esteve diretamente relacionada ao potencial
antifingico das porfirinas avaliadas.

Machado®, em 2000, apresentou uma revisio da literatura a
respeito dos principios e potenciais aplicacbes da PDT. De acordo com o autor,

essa modalidade terapéutica tem sido aplicada com sucesso no tratamento de
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tumores, por meio da inativacdo celular do tecido neoplasico. Alguns estudos tém
avaliado a possibilidade da sua aplicagdo em outras condi¢des clinicas, como a
inativagdo de microrganismos patogénicos. A inviabilizagdo celular promovida
pela PDT é resultado de uma reagdo que decorre primariamente da excitacéo
eletrénica do FS pela luz, seguida da formacdo de espécies reativas de oxigénio
(oxigénio singleto). A primeira geragdo de agentes FS, baseada em misturas de
derivados porfirinicos, tem sido efetiva no tratamento de diversos tipos de
tumores. Outra classe de FSs sdo os enddgenos, baseados na administracdo por via
oral ou mesmo uso tdpico do &cido 3—aminolevulinico. Esse &cido é um precursor
metabdlico da protoporfirina 1X, um composto fotodindmicamente ativo. Em
varios paises, o emprego da PDT como terapia anti-cancer ja foi autorizado, como
os Estados Unidos, Franca, Holanda, Canada e Japdo. No entanto, a PDT tem
mostrado 0 seu grande potencial no que concerne a outras moléstias, como a
psoriase, arteriosclerose, degeneracdo macular da retina e remogéao de verrugas na
laringe. Além disso, também vem sendo obtida a destruicdo de infestagdes
bactérianas resistentes a tratamentos convencionais e descontaminacdo de sangue.
O autor concluiu que as pesquisas na area de PDT estdo promovendo um
acentuado desenvolvimento dessa nova modalidade terapéutica em outras areas
médicas, tornando-a uma pratica segura e viavel.

Chandra et al.*°

, em 2001, verificaram a formacéo de biofilmes de
C. albicans e de Saccharomyces cerevisae sobre corpos de prova de
metilmetacrilato e de silicone. Para isso, foram utilizadas cepas padrdo e isoladas
da cavidade bucal de pacientes, as quais foram inoculadas nesses corpos de prova.
Foram utilizadas técnicas para verificacdo do nimero de células pela reducdo de
tetrazolium e pelo peso seco dos materiais. Além disso, foi avaliada a atividade
metabolica, por meio de corantes fluorescentes e microscopia confocal a laser. Os
autores também avaliaram a susceptibilidade dos microrganismos a diferentes
concentragfes (0,5 a 256 mg/mL) de fluconazol, anfotericina B, nistatina e
clorexidina. Os autores observaram que as leveduras aderidas sdo transformadas
em comunidades celulares bem definidas, inseridas em uma matriz de

polissacarideos. Os biofilmes constituiram um nicho de protecéo contra a terapia
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com antifangicos, podendo criar uma fonte para infeccGes refratarias. Além disso,
a observacdo de biofilmes por microscopia de fluorescéncia e confocal de
varredura a laser demonstrou que os biofilmes de C. albicans séo altamente
heterogéneos, sendo compostos de elementos celulares e ndo celulares. Em ambos
0s modelos, a resisténcia antifungica das células aumentou com o
desenvolvimento do biofilme. O biofilme formado sobre o silicone apresentou
camadas internas formadas por densos aglomerados de leveduras, das quais
partiram prolongamentos miceliais (hifas) que atravessaram um revestimento
externo de polissacarideos. Com a remoc¢do mecanica do biofilme, por meio de
enxdglie ou raspagem, ainda permaneceram as células basais leveduriformes
aderidas ao material de susbtrato. Ao contrario da C. albicans, S. cerevisae ndo
apresentou capacidade de formar biofilme maduro, embora também tenha aderido
as superficies protéticas. Segundo os autores, os resultados obtidos permitiram a
identificacdo de bases para investigacdes dos mecanismos moleculares da biologia
de biofilmes de C. albicans, envolvidos na resisténcia antifungica, e forneceram
meios para o desenvolvimento de novas terapias para infecgdes provocadas por
biofilmes.

Em 2001, Chandra et al.?° desenvolveram um modelo reproduzivel
de biofilme de C. albicans em prétese para determinar a susceptibilidade de
isolados do microrganismo a quatro agentes antifungicos (nistatina, anfotericina,
fluconazol, clorexidina). Inicialmente foi obtida uma suspenséo celular de dois
isolados de C. albicans, sendo um de paciente com estomatite protética e um de
paciente HIV-positivo com candidose orofaringea. Para a formacdo do biofilme,
uma aliquota da suspensdo celular foi aplicada nas superficies de um corpo-de-
prova de resina acrilica. A susceptibilidade da C. albicans presente no biofilme foi
comparada a de células planctdnicas desse microrganismo. Houve 50% de
reducdo da atividade metabdlica do biofilme quando os antifungicos nistatina,
anfotericina, clorexidina e fluconazol foram aplicados nas concentracdes de 8
pug/mL, 16 pg/mL, 128 pg/mL e superior a 64 ug/mL, respectivamente.
Entretanto, as células planctnicas de C. albicans foram susceptiveis aos agentes

antifungicos, com 50% de reducdo da atividade metabdlica para as concentrages
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de 0,25 pug/mL, 1 pg/mL, 4 pg/mL e 0,5 pug/mL dos antifingicos nistatina,
anfotericina B, clorexidina e fluconazol, respectivamente. Os autores concluiram
que, comparadas as células planctonicas, as células de C. albicans associadas ao
modelo de biofilme em prétese apresentaram resisténcia aos antifingicos mais
frequentemente utilizados para o tratamento da estomatite protética.

A fotoinativacdo de microrganismos cutaneos foi objeto de estudo

de Zeina et al.”

, em 2001. SuspensGes celulares de Staphylococcus aureus, S.
epidermidis,  Streptococcus  pyogenes, Corynebacterium  minutissimum,
Propionibacterium acnes e C. albicans, foram pipetadas em placas de Petri para a
realizacdo dos experimentos. A fotossensibilizacdo das amostras foi realizada com
1 mL do corante azul de metileno, a 100 mg/L. Um projetor de slides foi utilizado
como fonte de luz policromatica, e a iluminacdo das amostras foi realizada sob
intensidades de luz que variaram de 1,6 a 42 mW/cm?, dependendo da distancia
entre o aparelho de luz e a amostra iluminada. A aplicacdo da luz foi realizada
durante periodos de 10 a 60 minutos, sendo que a cada 10 minutos transcorridos,
uma aliquota de 1 mL foi removida da placa de Petri, diluida e plaqueada em meio
de cultura especifico. A analise de regressdo foi utilizada para o calculo da
quantidade de reducdo de todas as espécies testadas. Além disso, foram obtidos
“valores-D”, correspondentes ao tempo minimo de exposi¢do necessario para
promover uma reducdo na contagem de colonias viaveis. Foi demonstrado que os
valores-D obtidos para cada microrganismo eram distintos e que a C. albicans
mostrou o maior valor em comparacdo com as bactérias (a iluminagdo por 660
segundos reduziu apenas 0,09 log ufc/mL). Tal fato foi atribuido ao maior
tamanho/volume da célula da C. albicans, que é cerca de 25-50 vezes maior do
que as células das bactérias testadas. Além disso, a presenca da membrana nuclear
nos seres eucariontes, como o0s fungos, pode representar uma barreira adicional a
penetracdo do FS, tornando a C. albicans mais resistente a PDT em relagdo as
bactérias.

A inativacdo de C. albicans in vivo foi avaliada no estudo
conduzido por Teichert et al.®®, em 2002. Os autores verificaram a

susceptibilidade de C. albicans presente em linguas de camundongos pela
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utilizacdo do azul de metileno como FS. Setenta e cinco camundongos com severa
imunodeficiéncia receberam inoculacdo durante quatro semanas de uma cepa
clinica de C. albicans azol-resistente. Previamente a aplicagdo da PDT, os animais
foram anestesiados e foi realizada uma coleta, por meio de swab, para a
determinacdo do numero de ufc/mL presentes na lingua dos animais. Em seguida,
os animais foram divididos em grupos de acordo com a concentragdo de FS
aplicado topicamente (250, 275, 300, 350, 400, 450 ou 500 mg/L). Apds 10
minutos de incubacdo, a lingua foi exposta a luz de um aparelho de laser diodo
(664 nm), durante 684,5 segundos, 0 que correspondeu a uma dose de 275 J/cm?.
Ao final da iluminacdo, foi realizada uma nova coleta da lingua e os animais
foram sacrificados. Os grupos controle corresponderam a animais ndo inoculados
que foram expostos ao laser e animais inoculados com C. albicans que nédo
receberam nenhum tratamento, além de animais inoculados que receberam
somente 0 FS ou somente luz. Os resultados demonstraram que ndo houve
diferenca significante entre os quatro grupos controle. Nos grupos experimentais,
foi observada, independente da concentracdo de FS utilizada, uma diminuigédo no
namero de col6nias vidveis por mL, apds a exposi¢do a luz do laser. Apesar disso,
somente as concentragdes de 450 e 500 mg/L eliminaram totalmente o
microrganismo da cavidade bucal dos animais ap6s a ativagéo por luz.

O objetivo do estudo de Komerik et al.**, em 2003, foi avaliar a
efetividade da PDT contra o Porphyromonas gingivalis em cavidade oral de ratos,
resultando na redugdo da perda dssea caracteristica da periodontite. Os molares
superiores dos animais foram inoculados com esse microorganismo e,
posteriormente, expostos a irradiacdo com laser diodo (630 nm, 0,1 mW e 48 J),
em presenca de azul de toluidina (0,01, 0,1 e Img/mL), durante 2, 4 e 8 minutos.
Apbs a PDT, o numero de bactérias viaveis foi determinado e, apos 3 dias,
amostras das estruturas periodontais foram removidas e avaliadas por meio de
andlise histoldgica para verificacdo da presenca de possiveis danos. Além disso, a
distribuicdo do fotossensibilizador nos tecidos foi verificada por meio de
microscopia de fluorescéncia. Como resultado, os autores observaram auséncia de

bactérias viaveis apos a realizacdo do tratamento, quando azul de toluidina 0,1
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mg/mL e irradiacdo com laser durante 8 minutos foram empregadas. Na andlise
histologica, nenhum efeito adverso nos tecidos adjacentes foi observado. Na
microscopia de fluorescéncia, observaram que o azul de toluidina penetrou apenas
o epitélio, apresentando-se mais concentrado na camada de queratina por causa da
presenca de maior fluorescéncia nessa regido. Os autores concluiram que a PDT
com azul de toluidina associado ao laser promoveu a inativagdo in vivo de
Porphyromonas gingivalis, resultando na diminuicdo da perda 6ssea. Além disso,
sugeriram que a terapia fotodindmica pode ser uma terapia alternativa para
tratamento antimicrobiano da periodontite.

Bliss et al.!, em 2003, foi avaliar a efetividade da PDT contra o
Porphyromonas gingivalis em cavidade oral de ratos, resultando na reducdo da
perda Ossea caracteristica da periodontite. Os molares superiores dos animais
foram inoculados com esse microorganismo e, posteriormente, expostos a
irradiacdo com laser diodo (630 nm, 0,1 mW e 48 J), em presenca de azul de
toluidina (0,01, 0,1 e Img/mL), durante 2, 4 e 8 minutos. Apds a PDT, o nimero
de bactérias viaveis foi determinado e, apds 3 dias, amostras das estruturas
periodontais foram removidas e avaliadas por meio de analise histologica para
verificagdo da presenca de possiveis danos. Além disso, a distribuicdo do
fotossensibilizador nos tecidos foi verificada por meio de microscopia de
fluorescéncia. Como resultado, os autores observaram auséncia de bactérias
viaveis apds a realizacdo do tratamento, quando azul de toluidina 0,1 mg/mL e
irradiacdo com laser durante 8 minutos foram empregadas. Na andlise histoldgica,
nenhum efeito adverso nos tecidos adjacentes foi observado. Na microscopia de
fluorescéncia, observaram que o azul de toluidina penetrou apenas o epitélio,
apresentando-se mais concentrado na camada de queratina por causa da presenca
de maior fluorescéncia nessa regido. Os autores concluiram que a PDT com azul
de toluidina associado ao laser promoveu a inativagéo in vivo de Porphyromonas
gingivalis, resultando na diminuicdo da perda éssea. Além disso, sugeriram que a
terapia fotodindmica pode ser uma terapia alternativa para tratamento

antimicrobiano da periodontite.
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Chabrier-Rosell6 et al.'’

, em 2005, avaliaram parametros da acgéo
fotodinamica mediada pelo Photofrin® em C. albicans. O cultivo de C. albicans
foi realizado em tubo germinativo e em biofilmes de 24 horas. As amostras foram
incubadas com Photofrin® 10 mg/L por 1 e 5 minutos e, em seguida, irradiadas
com uma lampada de merctrio de 400 a 700 nm, numa fluéncia de 15 mW/cm?
(0,9 Jicm® por minuto de irradiacdo). Amostras deixadas no escuro (ndo
irradiadas) foram utilizadas como controle. A atividade metabo6lica do
microrganismo foi avaliada pelo teste XTT. Tubos germinativos de C. albicans
foram observados em microscopia de fluorescéncia a fim de se avaliar a captagéo
do Photofrin® pela célula. Para avaliar a resposta adaptativa do microrganismo a
injaria oxidativa, tubos germinativos foram submetidos repetidamente a
tratamentos com H,O, (primeiramente numa concentracdo subletal de 1 mM e
posteriormente em concentracdes toxicas variadas entre 50 e 100 mM), PDT
(Photofrin® em uma concentracdo subtdxica de 0,5 mg/L associada & irradiacéo de
9 J/cm?, seguida por novas irradiacdes com concentracdes do fotossensibilizador
entre 1 e 10 mg/L) ou associacdo de ambos os tratamentos. Adicionalmente,
amostras de biofilmes submetidas @ PDT (10 mg/L de Photofrin®, seqguida por 30
minutos de incubacdo e irradiacdo de 18 J/cm?) foram comparadas com amostras
tratadas com anfotericina B 10 mg/L. Todos os procedimentos foram realizados
em duplicatas e repetidos trés vezes. A analise estatistica foi realizada com o teste
t student. Os resultados obtidos com as amostras de tubo germinativo
demonstraram que a PDT utilizando ambos os tempos de incubacdo de 1 e 5
minutos com o FS promoveu a completa eliminagdo da atividade metabdlica do
microrganismo. A microscopia de fluorescéncia revelou captura uniforme de
Photofrin® pelos organismos ap6s 5 minutos. Foi verificada resisténcia na
resposta adaptativa do microrganismo tratado repetidamente com H;0,. No
entanto, ndo houve resisténcia quando amostras foram submetidas repetidamente a
PDT ou quando essa foi associada ao tratamento com H,0,. Com relagdo as
amostras em biofilme, a irradiacdo das amostras sensibilizadas pelo Photofrin®
resultou em reducdo significativa da atividade metabodlica de C. albicans. Além

disso, a diminuicdo da atividade metabodlica do microrganismo submetido a
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fototerapia foi significativa em relacdo as amostras tratadas com anfotericina B.
Os autores concluiram que a PDT é uma alternativa segura como modalidade
terapéutica para a inativacdo microbiana, pois o desenvolvimento de resisténcia
aos efeitos fotodinamicos é improvavel.

Lambrechts et al.*

, em 2005, realizaram um estudo para a
avaliacdo dos mecanismos de inativacdo celular da PDT mediada por uma
porfirina catibnica. Foram obtidas suspensdes celulares de C. albicans nas
concentragdes de 10° e 107 células/mL. Em seguida, essas suspensdes foram
incubadas com a porfirina cationica TriP [4], na concentracdo de 25 UM, durante
1, 15 ou 30 minutos. Aliquotas de 1 mL das suspensdes foram transferidas para
um placa de orificios e iluminadas com uma lampada halégena de intensidade de
30 mW/cm?. Suspensdes incubadas durante 30 minutos também foram lavadas
duas vezes e em seguida iluminadas, para que fosse possivel a distin¢do entre o
efeito da porfirina em solucdo, e o efeito causado pela porfirina que ficou ligada
as células. A sobrevivéncia do fungo foi verificada pelo método da contagem de
colbnias viaveis, e foi expressa como uma porcentagem relativa ao observado em
suspensdes controles. Os resultados demonstraram que a sobrevivéncia do fungo
foi reduzida gradativamente com o aumento da dose de luz. A aplicacdo de 12,6
Jlcm? promoveu a completa eliminagdo do microrganismo. As anélises realizadas
para a avaliagdo do mecanismo de acdo da porfirina catiénica foram: analise do
espectro de absor¢do do FS, microscopia de fluorescéncia, microscopia confocal e
técnica de fratura por congelamento associada a microscopia eletrdnica. Essas
analises demonstraram que, ap6s a incubacdo das suspensdes com o FS, esse foi
capaz de se ligar a parede celular da C. albicans, previamente a exposi¢éo
luminosa. Durante a iluminacdo, ocorreram danos na membrana celular, que se
tornou mais permeavel a entrada do FS. Apds o influxo do FS para o interior da
célula, organelas intracelulares também foram atingidas pelos processos
fotodinamicos. O aumento no tempo de incubagéo néo alterou a quantidade de FS
que entrou na célula previamente a iluminacdo, tampouco a efetividade da PDT.

Os autores concluiram que a C. albicans pdde ser inativada pela porfirina
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catibnica, e a membrana citoplasmatica foi a principal organela atingida no
processo de inativagéo celular.

O estudo de Zanin et al.”®

, em 2005, teve por objetivo avaliar o
efeito da associagédo do azul de orto-toluidina — TBO (100 mg/L) a uma luz LED
vermelha (620-660 nm) ou a um laser de He-Ne (632,8 nm) sobre biofilmes de S.
mutans crescidos em um fermentador de espessura e fluxo continuos (CDFF). A
utilizacdo do CDFF possibilitou a simulacdo da formacéo da pelicula adquirida e
o crescimento dos biofilmes, a partir de culturas simples de S. mutans sobre discos
de hidroxiapatita (HA), em local constantemente banhado por saliva artificial. Os
biofilmes foram crescidos sob suplementacdo de 2% de sacarose. Na aplicacdo da
PDT, os discos de HA contendo os biofilmes foram removidos do CDFF apos 3, 7
e 10 dias, e 25 uL de TBO foi adicionado em cada biofilme e deixado no escuro
durante 5 min. Apds este periodo, os biofilmes foram expostos por 5, 15 e 30
minutos ao laser He-Ne ou a luz do LED, sendo a mesma poténcia de 32 mW
utilizada por ambos aparelhos, e a dose de energia para os diferentes tempos de
irradiacdo correspondeu a 49, 147 e 294 J/cm?, respectivamente. Os resultados
deste estudo demonstraram reducdo significativa nas contagens das bactérias
presentes em biofilmes de S. mutans apo6s a realizagdo da PDT. Néao foram
observadas diferencas significativas no efeito antimicrobiano promovido quando o
laser de He-Ne ou a luz LED foram utilizados. Em ambos os casos, o FS utilizado
foi o TBO na concentragdo de 100 mg/L, e, tanto a sensibiliza¢do dos biofilmes na
auséncia da luz, como a irradiacdo dos biofilmes na auséncia do corante, ndo
demonstraram efeito antimicrobiano sobre os biofilmes testados. Além disso, a
microscopia confocal demonstrou que a inativacdo das bactérias promovida pela
PDT ocorreu predominantemente nas camadas externas dos biofilmes e que o0s
biofilmes mais velhos foram menos susceptiveis a essa terapia. Outro ponto
importante a se ressaltar € que a luz LED vermelha apresentou efeito
antimicrobiano semelhante ao obtido pelo laser de He-Ne. Assim, considerando o
surgimento crescente de bactérias resistentes aos antibidticos, a PDT surge como
uma terapia antimicrobiana alternativa para o tratamento e/ou prevencdo de

doencas como cérie dental.
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Jori et al.** publicaram em 2006, uma revisdo de literatura baseada
nos principios de acdo e aplicacbes da PDT na inativacdo microbiologica.
Segundo os autores, apesar da PDT ser atualmente empregada no tratamento de
neoplasias, o primeiro relato da utilizagdo desta terapia foi na area microbioldgica,
em 1900. No entanto, o potencial da PDT no tratamento de infec¢des ficou por
muitos anos, inexplorado. Atualmente, com a emergéncia de doengas infecciosas
resistentes aos tratamentos convencionais, muitos estudos tém buscado o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas para a inativacdo de microrganismos
patogénicos. A PDT parece oferecer muitas vantagens para o tratamento de
infecgdes originadas por microrganismos, tais como um amplo espectro de agéo, a
inativacdo de microrganismos resistentes e o baixo potencial mutagénico nas
células expostas. A PDT tem se mostrado capaz de promover atividades
citotdxicas contra uma grande variedade de bactérias, fungos e protozoarios. No
entanto, a foto-inativacao de fungos parece ser mais dificil de ser atingida, devido
ao maior tamanho celular desses microrganismos, que exige uma maior
quantidade de oxigénio singleto para que a inativacdo celular ocorra, em
comparagdo com bactérias. Particularmente no caso da candidose, a aplicacdo
topica de FS associada a luz para a inativacdo microbiolégica parece oferecer um
importante avango para o tratamento de pacientes imunodebilitados, como os HIV
positivos. A utilizacdo de porfirinas tem se mostrado efetiva para a
fotossensibilizacdo da C. albicans, e promove a inativacdo do fungo apos a
iluminacdo com luz visivel. A PDT também representa uma modalidade
terapéutica potencialmente aplicavel para o tratamento de doencas periodontais e
caries. No entanto, sdo encontrados poucos estudos in vivo que utilizam esse
método terapéutico para o tratamento de infeccGes e assim, a aplicacdo clinica da
PDT antimicrobiana ainda estd em desenvolvimento.

Donnelly et al.?’

, em 2008, realizaram um trabalho de reviséo de
literatura sobre a terapia fotodindmica como tratamento antifungico. Em
comparacdo com a terapia antibacteriana, a terapia antifungica é limitada a um
pequeno numero de drogas. Além disso, o tratamento é longo e efeitos adversos e

interagdes medicamentosas estdo presentes. Com o0 aumento da expectativa de
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vida dos pacientes HIV positivos e imunossuprimidos, houve maior incidéncia de
fungos resistentes as drogas disponiveis. Dessa forma, a terapia fotodinamica
tornou-se um tratamento alternativo para controle das infec¢bes fungicas pela
facilidade de seu mecanismo de acdo (droga, luz e oxigénio) e pela
impossibilidade do fungo de desenvolver resisténcia a essa terapia. De acordo
com a revisao, a localizacdo do fotossensibilizador e sua seletividade para o
microrganismo sdo fatores imprescindiveis para o sucesso da PDT. Alguns
estudos observaram que a Candida albicans, como outras leveduras, foram mais
dificeis de serem inativadas pela PDT quando comparadas a bactérias gran-
positivas. Essa dificuldade resultou na utilizacdo de uma maior concentragdo de
fotossensibilizador e em um aumento da dose de luz. Os autores justificaram que
isso ocorreu pela presenca da membrana nuclear, pelo maior tamanho da célula e
pela reducdo do nimero de alvos para o oxigénio singleto por unidade de volume
da célula. Além disso, a similaridade da célula fungica com a célula de mamiferos
torna mais dificil a selecdo do agente fotossensibilizante. Indmeros
fotossensibilizadores foram testados para tratamento antifdngico, entre eles
fenotiazinicos, porfirinas, &cido aminolevulinico-5 e ftalocianinas. Todos eles
apresentaram sucesso na inativagdo de fungos, com mecanismos de agédo
especificos de cada familia. Segundo os autores, a seletividade desses
fotossensibilizadores pelas células fungicas e a auséncia de relatos cientificos de
resisténcia fungica a PDT, assim como de efeitos genotoxicos ou mutagénicos,
sugerem o sucesso dessa terapia contra fungos. Ainda, sugerem ser necessario que
as empresas farmacéuticas e agéncias de fomento invistam recursos para 0
desenvolvimento de fotossensibilizadores especificos para células fangicas e de
um sistema de distribuicdo da droga que lIhe permita atuar unicamente em seu sitio
de acdo.

O objetivo do estudo de Giusti et al.**

, em 2008, foi avaliar dois
diferentes fotossensibilizadores ativados por uma luz vermelha emitida por um
LED em descontaminacdo de dentina bovina cariada. Espécimes de dentina com

carie induzida por Lactobacillus acidophilos e Streptococcus mutans foram
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imersos por 60 segundos em uma solucédo de Photogem® (1 mg/mL, 2 mg/mL e 3
mg/mL) ou em azul de toluidina (0,025 mg/mL e 0,1 mg/mL) e, posteriormente,
irradiados por um LED de luz vermelha (630 nm, irradiancia de 400 mW/cm? e
poténcia de 200 mW), durante 60 segundos (dose = 24 J/cm?) ou 120 segundos
(dose = 48 J/cm?). Os fragmentos de dentina foram divididos nos seguintes grupos
(n=3): grupo controle, onde nenhum tratamento foi estabelecido; grupos onde
somente aplicou-se o fotossensibilizador (Photogem® ou TBO); grupos em que
somente se submeteu os espécimes a irradiacdo, nas duas diferentes doses e
grupos em que se estabeleceu a PDT. Posteriormente ao tratamento, 0s espécimes
foram colocados individualmente em tubos e estes foram agitados por 60
segundos. Da solucdo presente nos tubos, foram coletadas aliquotas que foram
semeadas em placas Petri, contendo o0 meio de cultura BHI. Apos 48 h, o nimero
de colbnias viaveis foi contado com o auxilio de um contador digital. Os
resultados indicaram que o TBO, quando aplicado sozinho, apresentou-se mais
toxico aos microorganismos que o Photogem®. Aléem disso, com a exposi¢do a
luz na dose de 24 Jlcm? a taxa de sobrevivéncia desses microorganismos foi
menor do que quando a dose de 48 Jicm? foi utilizada. Quando o
fotossensibilizador foi associado a luz de LED, o TBO apresentou maior
fototoxicidade do que o Photogem®, sendo que o maior efeito tdxico da PDT foi
obtido com o TBO na concentracdo de 0,1 mg/mL associado a dose de luz de 48
Jlcm?. Baseado nesses resultados, os autores concluiram que o LED em
associagdo tanto com o Photogem® quanto com o TBO foi efetivo na redugéo
bacteriana de S. mutans e L. acidophilus, presentes na dentina cariada, entretanto,
0 TBO apresentou-se mais eficaz do que o Photogem® na eliminagdo dos
microrganismos.

Mima et al.>

, em 2008, avaliou a efetividade da Terapia
Fotodinamica (PDT) na inativacdo de C. albicans de lesdes em lingua de
camundongos, sendo a candidose induzida em 30 camundongos fémeas. Cada
animal foi imunossuprimido com 2 injecGes subcutaneas de prednisolona 100
mg/Kg. Tetraciclina 0,83 mg/mL foi administrada na agua de beber. Apos 24

horas a 37°C, uma cepa padréo de C. albicans (ATCC 60193) foi centrifugada,
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lavada e ressuspendida (4,5x10° ufc/mL). Os animais foram anestesiados com 2
mg/mL de cloridrato de clorpromazina e inoculados com esfregaco na cavidade
bucal de um swab embebido na suspensédo fungica. Apds 4 dias da inoculagéo, 50
pL de Photogem® (OS) 400 ou 500 mg/L foi pipetado na cavidade bucal e, ap6s
30 minutos, o dorso lingual foi iluminado por um LED azul (306 J/cm?) (PDT).
Animais adicionais foram tratados apenas com LED (P-L+), com uma das
concentragdes de PS (P+L-) ou ndo receberam nenhum tratamento (P-L-) (n=5
cada). Em seguida, um swab foi esfregado no dorso da lingua de cada animal e
aliquotas foram cultivadas em Agar Sabouraud Dextrose. Apds 48 h a 37°C, as
col6nias foram contadas e os dados (ufc/mL) analisados por ANOVA (a=0,05) ¢
Holm-Sidak. A PDT resultou em reducédo siginificativa de C. albicans em relacao
aos grupos P-L-, P+L- e P-L+, os quais ndo diferiram entre si. Também néo foi
verificada diferenca significativa entre os grupos PDT (400 e 500 mg/L de PS). A
PDT foi efetiva na reducdo de C. albicans de lesdes em linguas de camundongos.

2.3 Citotoxicidade da PDT

Henderson, Dougherty®*, em 1992, relataram, em uma reviséo de
literatura, os efeitos causados pela PDT sobre as células e em nivel tecidual.
Segundo os autores, a terapia fotodindmica € baseada na fotooxidagcdo de matéria
biolégica no tecido alvo. Para isso, requer-se a presenca de uma substancia
sensibilizadora no tecido a ser tratado, associada a exposicdo a uma fonte de luz
com comprimento de onda adequado. Dessa forma, por meio de varios fendmenos
fotofisicos envolvendo oxigénio molecular, produtos oxigenados nocivos a funcéao
celular, eventual destruicdo celular é promovida. Os autores também relataram
sobre 0s mecanismos relevantes relacionados a resposta da PDT in vivo, passando
por aspectos em nivel molecular. Sabe-se que a maioria dos fotossensibilizadores
estudados até 0 momento € distribuida e retida tanto pelos tecidos normais quanto
pelos neoplésicos. Todavia, alguma seletividade é observada e ela parece ser mais

pronunciada em certas condi¢cBes neoplésicas. Apesar de as razdes para essa
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seletividade parcial ndo serem totalmente entendidas, sugere-se que ela seja
devido ao grau de concentracdo do fotossensibilizador diferente entre os tecidos
neoplasicos e o tecido sadio ao redor. Enquanto a absor¢do de
fotossensibilizadores pelo tecido tem sido amplamente estudada, a sua
distribuicdo no interior do tecido ainda ndo estd bem definida. Quanto ao
mecanismo de acumulo e retencdo dos fotossensibilizadores, a explicagdo mais
comum para esse fator deve-se a vascularizacdo do tumor e a pobre drenagem
linfatica no mesmo. Os autores também sugerem que a absorcdo da luz pelo
fotossensibilizador pode limitar a penetragdo da luz no tecido e que muitos
fotossensibilizadores sdo propensos a fotodestrui¢do durante a exposicao a luz, em
um processo chamado fotoclareamento. Se o fotoclareamento ocorrer antes de o
limiar de necrose ser atingido, nenhum dano tecidual ocorrera, 0 que é uma
situacdo desejavel para os tecidos normais expostos a terapia com a luz e uma
situacdo ndo desejavel para que o tumor seja tratado. Existem muitas evidéncias
que sugerem ser 0 oxigénio singleto o maior responsavel pelos danos da PDT,
mas alguns estudos indicaram que o ion superoxido pode estar envolvido em
alguns aspectos dos danos causados pela PDT. Sendo assim, é evidente que 0s
efeitos da PDT sdo oxigénio-dependente. Quanto aos efeitos da PDT nas células e
nos tecidos, os autores afirmaram que o tempo de vida do oxigénio singleto e sua
difusdo a distancia, no ambiente celular, sdo limitados pela sua avida reatividade
com os componentes celulares. Além disso, o dano celular mediado pelo oxigénio
singleto ocorre proximo ao seu sitio de geracdo, o que pode afetar todos os
componentes celulares, principalmente a membrana. Enquanto a inibicdo de
enzimas mitocondriais tem sido frequentemente considerada a causa da
letabilidade das células pela PDT, existem evidéncias de que a inativacdo dos
sistemas de transporte das membranas, a despolarizacdo da membrana plasmatica
e a inibicdo de enzimas reparadoras de DNA podem preceder a inativacao
mitocondrial e de enzimas lisossomais. Associado a este dano na membrana
celular, ha liberacdo de mediadores inflamatorios e de imunidade que sédo
vasoativas (constritora ou dilatadora) e agem rapidamente. Tal evidéncia sugere

que essas substancias estejam envolvidas no desenvolvimento dos danos
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vasculares causados pela PDT. Além disso, os efeitos agudos, diretos e letais
sobre as células tumorais dependem da localizacdo do fotossensibilizador sobre ou
dentro das células, da eficicia do fotossensibilizador no seu local de acimulo, da
dose de luz que atinge a célula e da cinética de oclusdo vascular e do suprimento
de oxigénio. Os efeitos da PDT in vivo mais rapidamente detectaveis sdo de
natureza vascular. O fator determinante para a fotossensibilidade vascular parece
ser o nivel de fotossensibilizador circulante. As consequéncias do dano vascular
para 0s tumores sdo severas, tal como reducdo na velocidade de circulacdo
sanguinea e inducdo de hipdxia nas células tumorais ap6s minutos de iluminacéo.
Ambos os efeitos aumentam com o tempo, durante e apds o tratamento. A inducdo
de hipdxia no tumor é altamente dependente da concentracdo da droga injetada e
pouco dependente da dose de luz. A hipoxia pode ser reversivel, dependendo da
dose utilizada no tratamento. Os autores abordam também os efeitos tardios da
PDT, sendo eles eritema e edema agudos, necrose nos casos mais severos, além de
fotossensibilidade prolongada da pele. Outro aspecto da PDT que deveria ser
considerado como efeito tardio € a natureza de cicatrizacéo do tecido ap6s o dano
induzido pela PDT. A infiltragdo com linfécitos, plasma celular e histiocitos
observada nos tecidos tratados com PDT sugere uma resposta imune. Finalmente,
a possibilidade de ocorréncia de eventos mutagénicos e carcinogénicos deve ser
considerada.

A eficécia da PDT foi investigada por Nauta et al.>’, em 1997, em
um estudo em que avaliou dois diferentes comprimentos de onda de ativagéo para
o tratamento de lesbes epiteliais pré-malignas e carcinoma de células escamosas
(SCC) da mucosa oral. Lesbes pré-malignas e SCC foram induzidas
guimicamente com 4-NQO no palato de ratos machos Wistar. Cada rato foi
fotossensibilizado com 2,5 mg/Kg de Photofrin®, administrado por injecéao
intravenosa. Ap6s 24 horas, cada animal foi irradiado com laser em dois
comprimentos de onda de ativacdo (514,5 nm e 625 nm), com dose de 100 J/cm? e
uma irradiancia de 60 mW/cm?. Para a avaliagcdo dos efeitos em curto prazo,
metade dos animais de cada grupo tratado (n=4) foram sacrificados 48 horas ap0s

a PDT e o restante ap6s 2 meses (avaliacdo a longo prazo). As alteracGes
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macroscopicas presentes no palato 2 dias apds a PDT foram quantificadas por
meio de escores numéricos: 0 = nenhum efeito clinico, 1 = eritema leve, 2 =
eritema marcante, 3 = ulceragéo ou necrose (localizada), 4 = ulceragdo ou necrose
em toda a &rea tratada, 5 = 0ss0 exposto. As alteracdes macroscopicas observadas
no palato 2 meses apos a PDT foram quantificadas pelos seguintes escores: 0 =
nenhum efeito clinico, 1 = epitélio intacto, cicatriz tecidual (local), 2 = epitélio
intacto, cicatriz tecidual em toda a area tratada, 3 = ulceracdo ou necrose, 4 = 0SS0
exposto (local), 5 = 0sso exposto em toda a area tratada, 6 = evidéncia de tumor.
Ja as alteragdes microscopicas foram avaliadas separadamente na mucosa, no 0Sso
do palato e nas estruturas adjacentes de acordo com o periodo de avaliacdo (48 h e
2 meses). No estudo a curto prazo, a maioria dos animais apresentou,
macroscopicamente, eritema pronunciado em toda a regido do palato em
combinacdo com sinais de ulceracdo ou necrose do epitélio. Microscopicamente,
todos os animais apresentaram edema, hemorragia e necrose do epitélio na érea
intermolar. A maioria dos animais apresentou uma necrose parcial do epitélio e
somente alguns animais apresentaram necrose completa. Houve danos aos vasos
sanguineos em quase todos 0s casos, independente do comprimento de onda
utilizado. Nas estruturas adjacentes ao palato, observaram que o efeito da PDT
com a luz de 625 nm foi maior do que quando utilizada a luz com 514,5 nm,
sendo as alteracbes compostas predominantemente por danos ao epitélio, a
glandula lacrimal e a polpa dental. A longo prazo, diferentes aspectos
macroscopicos de danos ao epitélio da area intermolar foram encontrados. Um
epitélio intacto com evidéncia de cicatriz tecidual em toda a area tratada foi
observado. Além disso, estavam presentes pontos de 0sso exposto no palato
circundado por um epitélio intacto com cicatriz tecidual e evidéncia de tumor na
area intermolar tratada com PDT, bem como a area adjacente (mucosa nao
tratada). Microscopicamente, os achados mais pronunciados foram: distribuigéo
irregular do epitélio, cistos epiteliais na submucosa e formacdo de densa cicatriz
tecidual na submucosa. Danos irreversiveis também ocorreram frequentemente,
para ambos os comprimentos de onda, tais como perda 6ssea no palato,

reabsorcdo radicular de dentes adjacentes, formacdo de dentina irregular e
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anquilose. Além disso, como resultado do tratamento da displasia com a PDT,
nenhuma evidéncia de doenca foi encontrada em 6 dos 20 animais do grupo
tratado com a luz de 514,5 nm e em 2 dos 20 animais tratados com 625 nm.
Comparando os dois tratamentos, melhores resultados foram obtidos no grupo
tratado com a luz de 514,5 nm, pois esta causou menor dano ao tecido normal.
Segundo os autores, a aplicacdo da PDT para tratamento de carcinoma de células
escamosas na cavidade oral é discutivel.

A terapia fotodinamica (PDT) induz danos a membrana celular e
alteracBes na adesividade de células cancerigenas. Um pardmetro importante na
metastase do cancer. Estas alteracfes resultam da sensibilidade celular a
fotossensibilizadores e a distribuicdo de fotossensibilizadores nas células. A
eficacia dos fotossensibilizadores depende da sua proximidade com o alvo e de

sua farmacocinética no nivel celular. Rousset et al.®*

, em 2000, estudaram, por
meio de microscopia confocal, a distribuicdo celular dos fotossensibilizadores
através da analise da fluorescéncia emitida por um derivado da Benzoporfirina
(DBP-MA) e pelo Photofrin®. Duas linhagens de células cancerigenas, com
diferentes propriedades metastaticas, foram utilizadas: Prob (progressiva), e
REGb (regressivo). Para DBP-MA (1,75 mg/mL), intensidade maxima de
fluorescéncia (8300 cts) foi alcancada depois de 2 horas para Prob e ap6s 1 h
(4.900 cts) para REGb. Para Photofrin® (10 mg/mL), intensidade méxima de
fluorescéncia (467 cts) foi alcangada apds 5 h para Prob e apds 3 horas (404 cts)
para REGb. Estudos intracelulares revelaram maior fluorescéncia citoplasmatica
do que nuclear para tanto para DBP quanto para Photofrin®. Ambos o0s
fotossensibilizadores induziram uma fototoxicidade dose-dependente; a dose do
fotossensibilizador capaz de induzir 50% de morte (LDsgy com DBP foi de 93,3
ng/mL para Prob e 71,1 ng/mL para REGb, sob uma irradiagdo de 10 J/cm?. Com
Photofrin®, LDsg foi de 1.270 ng/mL para Prob e 1200 ng/mL para REGDb sob
uma irradiagdo de 25 J/icm?. O efeito do fotossensibilizador sobre as células
cancerosas Prob e REGb foi avaliado por incorporacdo cinética e testes de
toxicidade. A concentracdo intracelular do agente fotossensibilizador foi um fator

importante para a efetividade da PDT, mas ndo foi o Unico a contribuir para o
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efeito fotodindmico. Em conclusdo, os autores observaram que houve uma clara
diferenca entre captacdo e fototoxicidade do fotossensibilizador, mesmo em
células cancerosas de mesma origem, o que poderia induzir heterogeneidade na
morte celular em situacdes clinicas.

Existem poucos estudos sobre 0 mecanismo de acdo exato da PDT
em tecido normal e neoplasico de bexiga. Além disso, poucos dados estdo
disponiveis sobre a dose de luz e de fotossensibilizadores usados clinicamente.

Sendo assim, Gronlund-Pakkanen et al.*®

, em 2000, tiveram por objetivo
determinar a fluéncia de luz 6tima para induzir remocéao seletiva da mucosa da
bexiga durante a terapia fotodindmica como tratamento de cancer da bexiga. Além
disso, objetivaram avaliar as alteraces morfoldgicas ocorridas apds a PDT. Para
isso, 64 ratos Wistar fémeas tiveram a bexiga tratada com PDT utilizando um
laser de argbnio (638-650 nm) associado ao ALA (300 mg/kg), administrado
intravenosamente. Apds 4 horas, a bexiga dos animais foi irradiada com o laser de
poténcia de 150 mW por 4,82; 9,63 e 19,27 minutos, atingindo uma fluéncia total
de 20, 40 e 80 J/cm? respectivamente. Animais do grupo controle (n=16), que ndo
receberam aplicacdo de nenhum fotossensibilizador, sofreram irradiacdo somente
na dose de 20 J/cm® Nos trés demais grupos experimentais (16 ratos em cada),
todos os animais receberam ALA (300 mg/kg) intravenosamente e foram
irradiados em diferentes fluéncias. Os animais foram sacrificados 1, 3, 7 e 21 dias
apos a PDT, e amostras da bexiga foram removidas para posterior analise
histologica. Os achados observados nessa analise foram classificados por meio
dos seguintes escores: grau 0 — tecido normal; | — inflamagdo, edema e hemorragia
visivel na mucosa e submucosa e injuria epitelial < 50%; grau Il, a inflamacdo e a
necrose se estendem pela parede (incluindo a camada de musculo) e injuria
epitelial > 50%. Os espécimes também foram analisados por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os autores ndo observaram diferenca
macroscopica no tecido da bexiga entre o grupo controle e os grupos tratados com
20 Jicm?e 40 J/cm?. Apos a irradiacdo com 80 J/cm?, 2 de 16 animais morreram,
e o0 peritbnio adjacente a bexiga necrotica apresentava-se purulento, ndo havendo,

entretanto, danos aos 6rgdos adjacentes. Em mais 2 animais desse mesmo grupo,
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as bexigas encontravam-se flacidas e edemaciadas. Ja no grupo irradiado com 40
J/lcm?, 3 animais morreram poucas horas apés o tratamento e mais 2 animais desse
mesmo grupo morreram 2 semanas apds o tratamento, sem causa aparente de
morte. De maneira similar, no grupo controle, um animal morreu 13 dias ap6s a
irradiacdo. Na analise por MEV, 20 J/cm? sem associacdo com fotossensibilizador
ndo causou nenhuma alteracdo nos tecidos. No histolégico, observaram apenas
trés casos de destruicdo tecidual superficial neste grupo. A presenca de maior
numero de lesbes causadas pela PDT foi observada durante os periodos de
avaliacdo de 1-3 dias ap06s a irradiacdo. Apos o tratamento com ALA e laser (20
Jlcm®),0s danos aos tecidos foram transitdrios e, apds 1 semana, néo foi observada
nenhuma destruicdo na camada muscular. Apés tratamento com laser a 40 J/cm?,
em todos os animais a fase aguda da destruicdo atingiu a musculatura da bexiga;
este dano se estendeu por 7 dias em todos os animais e, apds 3 semanas, ndo havia
nenhuma necrose na musculatura ou fibrose em quaisquer dos animais. Nos
animais tratados com o laser a 80 J/icm? a destruicdo da camada muscular
aumentou durante os 3 primeiros dias e, apds 3 semanas da realizacdo da terapia,
0 dano ainda estava presente em metade desses animais. Em ambas as analises,
MEV e microscopia de luz, houve uma diferenca significante entre as lesdes da
bexiga causadas pela PDT (fluéncia de 20 J/cm?, 40 J/cm? e 80 J/cm? associada ao
ALA) quando comparado ao grupo controle. A correlagdo entre os achados das
duas analises também foi significante. Baseados nesses resultados, os autores
concluiram que a PDT pode ser usada para induzir de maneira segura uma
remocdo parcial da mucosa da bexiga sem causar efeitos fibréticos na
musculatura, quando fluéncia (40 J/cm?®) e dose do fotossensibilizador (300
mg/kg) forem adequados. Estes achados suportam o uso da PDT para tratamento
de cancer superficial de bexiga.

Komerik et al.**

, em 2002, avaliaram os efeitos produzidos pela
irradiacdo de tecidos normais da mucosa bucal de ratos em presenca de azul de
toluidina (TBO). A biodistribuicdo do fotossensibilizador (TBO) também foi
estudada por meio da microscopia de fluorescéncia. Ratos Wistar fémeas foram

utilizados, sendo distribuidos em grupos experimentais de 3 animais em cada. Na
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PDT foram utilizadas varias concentracdes do TBO (25, 50 e 200 pg/mL) e luz de
laser de 633 nm (110 J/cm?, 170 J/cm? e 340 J/cm?), sendo o tempo de irradiagdo
de 5, 8 e 16 minutos, respectivamente. A poténcia utilizada foi de 100 mW. Para a
fotossensibilizagdo, 60 ul de solugdo de TBO foi aplicada topicamente na mucosa
jugal do lado esquerdo, sendo o lado oposto, néo tratado, utilizado como controle.
O efeito da luz e do fotossensibilizador também foram estudados isoladamente em
animais que nao receberam aplicacdo de TBO, mas foram irradiados pela luz de
laser a 340 J/cm? (controle da luz) ou receberam 200 pg/mL de TBO (16 min) sem
irradiacdo (controle do fotossensibilizador). Em outro grupo, 0s animais nao
foram irradiados e nem fotossensibilizados, constituindo o grupo controle
negativo. Ap6s a PDT, a éarea tratada foi observada diariamente por avaliacdo
visual durante 3 dias. Posteriormente, os animais foram sacrificados, e espécimes
de toda a mucosa jugal foram retirados e processados para avaliacdo histoldgica.
Na avaliagdo macroscépica, nenhum dos animais apresentou qualquer alteracdo na
mucosa. Na avaliacdo microscopica, todas as fibras musculares, tecido conjuntivo
e epitelial permaneceram sem alteracfes em todos os grupos. Nenhum dano aos
vasos sanguineos foi detectado e nenhuma necrose ou inflamacéo foi observada.
Para a realizacdo da microscopia de fluorescéncia, foi aplicado o TBO na mucosa,
nas concentracdes ja citadas, sem a irradiacdo do tecido. Apo6s 1 ou 10 minutos da
aplicacdo do TBO (incubacdo), os animais foram sacrificados e as amostras
removidas. A seguir, foram congeladas por meio de banho em isopentano
colocado em nitrogénio liquido. Sec¢bes de 10 um foram realizadas por um
criostato e armazenadas a -70°. As laminas foram entdo analisadas por meio de
um microscopio de fluorescéncia acoplado a uma camera fotografica. A
fluorescéncia do azul de toluidina foi detectada na banda de 660 nm -700 nm. A
autofluorescéncia dos tecidos também foi avaliada em cortes histoldgicos do
grupo controle. Pelos resultados, foi observado que, ap6s 10 minutos da aplicacao
de 200 pg/mL do TBO, a fluorescéncia foi detectada apenas na camada epitelial.
No tecido conjuntivo, sinais de fluorescéncia foram detectados em niveis
comparaveis aos do controle. Por outro lado, quando o TBO foi aplicado por 1

minuto, a fluorescéncia foi detectada apenas na camada de queratina. Sendo
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assim, a penetracdo do fotossensibilizador no tecido depende do tempo de pré-
incubacdo. Além disso, a intensidade da fluorescéncia observada na mucosa foi
dose-dependente, tendo sido maior na concentragdo de 200 pg/mL, seguida pela
concentracdo de 50 pg/mL e 25 pg/mL. O trabalho concluiu que, apesar de ter
sido observada penetragdo do fotossensibilizador na mucosa, ela ndo causou
nenhum efeito adverso aos tecidos. Isto sugere que a PDT mediada por TBO para
tratamento de infec¢des bucais localizadas é segura.

Wong et al.”?, em 2003, avaliaram a aplicacdo tépica do
fotossensibuilizador clorina e6 mono-L-aspartyl (NeP6) na eliminagdo de células
cancerosas in vitro e in vivo. Camundongos foram divididos em trés grupos
experimentais e tratados com 0,1, 1 e 10 mg/kg de fotossensibilizador por
diferentes periodos de tempo (0, 1, 2, 3, 4, 8 e 24 horas). Para a realizacdo dos
testes, os animais foram anestesiados, a parede toracica foi depilada e o
fotossensibilizador foi aplicado com um algoddo embebido em 300 pl. A regido
foi coberta com uma membrana adesiva de poliuretano, permeavel ao ar, e por
uma lamina de aluminio para evitar a exposicao a luz e a evaporacdo do agente.
De acordo com os diferentes tempos de avaliagéo, os animais foram sacrificados e
a pele tratada foi removida para posterior andlise histoldgica e de fluorescéncia.
Para estudar a penetracdo do fotossensibilizador, os musculos adjacentes a pele
tratada foram removidos e processados para analise em microscépio de
fluorescéncia. Além disso, trés animais adicionais com camada cérnea intacta
foram tratados com 10 mg/mL de NPe6 por uma hora para testar a influéncia da
integridade dessa camada na absorcado topica. Na analise histoldgica, as seccbes da
pele do animal confirmaram a auséncia da camada cdrnea apds a remocao dos
pelos. Além disso, todas as amostras apresentaram nenhuma ou um minimo de
células inflamatorias infiltradas. Ja na microscopia de fluorescéncia, no periodo de
zero hora, as amostras tratadas com diferentes concentragcbes de
fotossensibilizador apresentaram uma fluorescéncia laranja-avermelhada na
epiderme e nos apéndices da pele. A intensidade da fluorescéncia foi diretamente
proporcional a concentracdo de fotossensibilizador, tornando—se vermelha quando

a concentracdo mais alta foi utilizada. No periodo de uma hora apds a aplicacgéo,
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fluorescéncia laranja-avermelhada brilhante foi detectada em toda a camada da
epiderme e da derme. A fluorescéncia vermelha somente foi detectada nos
musculos adjacentes a pele tratada quando a concentracdo mais alta de
fotossensibilizador foi aplicada. A intensidade da fluorescéncia foi
estatisticamente maior quando a camada coOrnea ndo estava intacta. Finalmente,
segundo os autores, 0 estudo demonstrou sucesso na aplicacao topica de NPe6 em
pele de rato. Além disso, demonstrou que a droga pdde penetrar camadas mais
profundas da derme e até mesmo a camada muscular quando a concentracao
maior de fotossensibilizador foi aplicada. Esses resultados sugerem que a
aplicacdo topica do NPe6 é possivel, pois esta demonstrou ser rapida e ter
penetracdo profunda na pele de camundongo. Isso implica na utilizacdo topica do
NPe6 como um fotossensibilizador na PDT para o tratamento de cancer de pele.

O efeito da PDT em células humanas foi objeto de estudo de

Lambrechts et al.*’

, em 2005. Os autores avaliaram a citotoxicidade do tratamento
fotodinamico em fibroblastos humanos por meio da utilizacdo de parametros
predefinidos em estudos anteriores, os quais demonstraram eficiéncia para a
completa inativagdo de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. As culturas de
fibroblastos dérmicos foram obtidas de tecido humano descartado em cirurgias e
tratadas com uma porfirina catibnica em 11 diferentes concentracGes, que
variaram entre 0,05 uM e 50 uM. Em seguida, as células foram expostas a uma
fonte de luz halégena (27 J/cm?), lavadas duas vezes e incubadas a 37°C com o
meio de cultura especifico. A sobrevivéncia das células foi avaliada por meio do
teste de viabilidade colorimétrico MTT ap6s 0, 6 e 18 horas da exposicdo a PDT.
Esses resultados foram comparados com os valores de MTT obtidos com as
mesmas células humanas previamente a terapia. Foi demonstrado que a utilizacao
da mesma concentracdo de porfirina catidnica, que causou inativacao de S. aureus
em estudo anterior, foi suficiente para promover a inativacdo de 79% dos
fibroblastos. No entanto, a inclusdo de soro fetal bovino no meio de cultura
resultou em uma menor reducdo da fotoinativacdo dos fibroblastos. As
concentracdes do fotossensibilizador necessarias para a inativacdo de C. albicans

e P. aeruginosa também resultaram na inativacdo de fibroblastos. Assim, os
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autores concluiram que os fibroblastos foram menos susceptiveis a PDT em
relacio ao S. aureus, 0 que parece sugerir a seletividade dessa terapia em
fotoinativar a bactéria. Além disso, concluiram que a utilizacdo da porfirina
catibnica como fotossensibilizador para a inativacdo de C. albicans e C. glabrata
néo é indicada em virtude do dano substancial ocorrido nos fibroblastos.

O objetivo do estudo de Paulino et al.®°, em 2005, foi avaliar o
efeito da PDT sobre cepas de S. mutans e fibroblastos utilizando diferentes
concentragdes do FS rose bengal (0-50 pL), associando um fotopolimerizador
(HHP) com diferentes tempos de exposicdo a luz (0-40 segundos). Segundo 0s
autores, 0 HHP apresentava as seguintes caracteristicas: 350-500 mJ/cm? e 400-
500 nm. Ap0s a realizacdo dos procedimentos relativos ao cultivo para obtencéo
do crescimento tanto do S. mutans como dos fibroblastos, foram, entéo,
verificados os efeitos citotoxicos da PDT sobre essas células na presenca e na
auséncia de luz. Os resultados microbioldgicos foram obtidos pela contagem das
colénias (ufc/mL). A viabilidade celular dos fibroblastos foi avaliada em camara
de Neubauer pelo teste de exclusdo Trypan Blue. Pelos resultados, foi observado
que a aplicacdo isolada da luz ndo promoveu efeitos tdxicos, mas o FS
demonstrou toxicidade para as células testadas em concentragdes acima de 2,5
uM. Sob a exposi¢do de luz e concentragcdes do fotossensibilizante acima de 0,5
uM, houve completa eliminacdo de S. mutans, e essa mesma condigdo
experimental ndo ocasionou qualquer efeito citotoxico sobre os fibroblastos.
Dessa forma, os autores afirmaram que a fotoativacdo do FS Rose bengal pelo uso
de HHP inativou a bactéria selecionada para esse estudo sem afetar a viabilidade
de fibroblastos.

Terapia fotodinamica (PDT) e diagnostico por fluorescéncia de
carcinoma de bexiga humana foram estudados por Chin et al.??, em 2006, com 0
objetivo de: avaliar qualitativamente o acimulo de fluorescéncia em tumor de
bexiga, determinar a distribuicdo de fluorescéncia do fotossensibilizador Ce6-
PVP, comparar a distribuicdo da fluorescéncia do Ce6, Ce6-PVP e Photofrin® e
investigar a toxicidade causada pela PDT, de acordo com varios parametros

(intervalo droga-luz, dose da droga, taxa de fluéncia da irradiacdo e fluéncia total
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da irradiacdo). Para isso, camundongos machos inoculados com células
cancerosas foram utilizados no experimento. Uma dose de 5 mg/kg de
fotossensibilizador foi administrada intravenosamente e, entéo, os animais foram
anestesiados e o tumor foi exposto para que um sistema de endoscopia
fluorescente fosse usado para captacdo da imagem macroscopica fluorescente do
mesmo. Para a analise da distribuicdo fluorescente na pele dos animais, os trés
fotossensibilizadores foram injetados na concentragdo de 5 mg/kg. Imagens
fluorescentes foram tiradas da pele dorsal dos camundongos em trés diferentes
pontos por 42 horas. Para a anélise da distribuicdo do Photofrin®, um método de
extracdo quimica foi utilizado, pois o endoscopio de fluorescéncia ndo era
adequado para detectar a fluorescéncia do Photofrin®. Amostras de tecido da pele
dos animais foram colocadas em um solubilizador tecidual e armazenadas a -50°C
por 16 horas no escuro. O nivel de fluorescéncia das amostras foi medido por um
espectrofluorémetro. Para a realizacdo da PDT, um laser de diodo portatil (665
nm = 3 nm) foi usado para irradiacdo seguindo varios parametros (intervalo
droga-luz, dose da droga, taxa de fluéncia da irradiacdo e fluéncia total da
irradiacdo) para cada droga. O acumulo de fotossensibilizador nos tecidos foi
observado por meio da sua fluorescéncia caracterizada por cor vermelha. Quando
comparado a imagens de tecido normal, nenhuma fluorescéncia foi detectada.
Quanto a andlise da distribuicdo do fotossensibilizador por meio da imagem
fluorescente, foi observado um acumulo maior da sustancia nos tecidos tumorais
do que nos tecidos normais. Também foi observado que o pico de
fotossensibilizacdo ocorreu uma hora apds a administracdo da droga, e que a sua
intensidade diminuiu nas 6 horas seguintes. ApOs 24-42 horas, nenhuma
fluorescéncia do Ce6-PVP foi detectada. Para o Ce6, similar distribuicdo e
deteccdo de fluorescéncia foram observadas. Em contraste, o nivel de
fluorescéncia do Photofrin® apresentou-se aumentado e detectavel 72 horas apds
a sua administracdo. Quanto aos efeitos toxicos, 0s autores observaram que o Ce6
foi altamente mais toxico nas doses de luz maiores que 50 J/cm? durante uma e 3
horas de iluminacdo. Em contraste, o Ce6-PVP foi toxico somente no intervalo de

uma hora de iluminacdo, sendo sua toxicidade atribuida & combinacéo de alta dose
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de luz (200 J/cm?) e alta concentracéo da droga (5 mg/kg). Houve uma correlacéo
positiva entre 0 aumento da dose de luz e da droga com a toxicidade no intervalo
de uma hora de irradiacdo. Quando estes dois fotossensibilizadores foram
comparados neste intervalo de tempo, o Ce6 demonstrou ser muito mais toxico
que o Ce6-PVP. Concluindo, os autores observaram que o acimulo do Ce6-PVP
foi seletivo, tendo um potencial para deteccdo de cancer de bexiga por meio da
endoscopia fluorescente. Imagem fluorescente foi capaz de identificar a
progressdo e a margem do tumor em tempo real, provendo uma ferramenta mais
sensivel e especifica de cancer de bexiga.

Ferreira et al.?®, em 2007, relataram a fotodegradacdo de trés
diferentes fotossensibilizadores derivados da hematoporfirina. Neste trabalho
utilizou-se o termo fototransformacdo para descrever o0 processo de
fotodegradagdo ou fotoclareamento. Esta fotodegradacdo altera a fluorescéncia
durante a iluminagdo. A taxa de variacdo de fluorescéncia foi normalizada para a
absorcéo da solucdo e energia do foton, resultando na determinacdo do numero de
fotons necessarios para serem absorvidos para induzir a fototransformacéo do
fotossensibilizador. O parametro para a taxa de degradacdo das moléculas, a taxa
de fluéncia do foton e as propriedades dpticas da solucdo, nos permitem
determinar a estabilidade do fotossensibilizador em solugédo durante iluminacéo.
Os resultados mostraram que a ordem de susceptibilidade para a taxa de
fototransformacdo foi semelhante entre o Photofrin® e o Photogem®, mas
inferior a do Photosan®. Esta diferenca na taxa de fototransformacdo para o
Photosan® pode ser explicada pela alta proporcdo de agregados em solugédo que
inibem o processo de foto-oxidativo que impedem a formagdo do oxigénio
singleto. Os autores admitem a hipotese de que exista uma correlacdo entre taxa
de fototransformacdo e a eficacia fotodinamica que é regida pela formacédo de
oxigénio singleto responsavel pelas reacdes mais relevantes para a inducdo
fotodindmica de morte celular.

Como a luz vermelha pode causar danos térmicos aos tecidos
subjacentes e circundantes, Bouillaguet et al.?, em 2008, testaram a hip6tese de

que a luz azul (380 nm-500 nm) pode também induzir a formacdo de espécies
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reativas de oxigénio sem, no entanto, causar danos as células dos mamiferos. Para
isso, mondcitos THP1 foram expostos a concentracdo de 10 uM de quatro
fotossensibilizadores (clorina €6, pheophorbide-a, pheophorbide-a-PLL, e
riboflavina), por 30 minutos, antes da ativacdo pela luz azul na intensidade de 27
Jlcm? por 60 segundos. Apds a irradiagdo, a quantidade de espécies reativas de
oxigénio foi mensurada usando a técnica diacetato de dihidrofluoresceina, e a
citotoxicidade foi determinada pela atividade mitocondrial avaliada pelo teste de
MTT. Os autores observaram que todos os fotossensibilizadores produziram
niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), que foram dependentes tanto da
presenca do fotossensibilizador quanto da exposicdo a luz. A riboflavina e a
pheophorbide-a- PLL produziram os maiores niveis de EROs. Todos o0s
fotossensibilizadores, exceto a riboflavina, exibiram citotoxicidade na
concentracdo acima de 10 uM e todos, exceto a pheophorbide-a-PLL, foram mais
toxicos apos a exposicdo a luz azul. Esse estudo demonstra a possibilidade de uso
da luz azul com fotossensibilizadores para produzir espécies reativas de oxigénio
e, dessa forma, ser usada na desinfec¢do endodontica.

O papel desenvolvido pelo oxigénio singleto (*O,) na terapia
fotodinamica ndo esta totalmente elucidado. No estudo de Jiménez-Banzo et al.*,
em 2008, foram relatadas a cinética da formacao, a difusdo e a decomposicao do
10, dentro de fibroblastos de derme humana. O efeito dos fotossensibilizadores
(TMPyP e TPPS) na auséncia de luz foi verificado pelo teste MTT. As células
foram semeadas em placas de 96 compartimentos contendo concentragdes
crescentes dos FSs (1 pum a 100 um) por diferentes periodos de incubacdo (20
minutos a 24 horas). A quantificagdo dos FSs no interior da célula foi realizada
por meio da espectrofotometria de fluorescéncia e a imagem do sitio celular onde
se encontravam por meio da microscopia de fluorescéncia. A concentracdo de 100
pum dos FSs com um periodo de incubacdo de 16 horas foi o melhor pardmetro
entre a viabilidade celular e a concentragcdo do fotossensibilizante no meio de
cultivo. A localizacdo intracelular de cada FS dependeu do tipo celular, tendo o
TMPyP localizado-se preferencialmente no nucleo e o TPPS no lisossomo. Ao

evidenciar a fluorescéncia emitida pelo 'O, e de seu precursor em estado triplete,
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0s autores encontraram que a cinética da formacdo do O, e sua deterioracio sdo
extremamente dependentes do sitio celular que o gerou. O O, fotossintetizado no
nucleo foi capaz de sair do interior das células por causa da sua proximidade com
a membrana citoplasmética. J& o 'O, gerado no lisossomo se limitou ao interior da
célula. Além disso, ambos os 'O, formados apresentaram tempo de vida em
microssegundos e sofreram diversas interagfes biomoleculares dentro das
organelas que os produzem. Os autores concluiram que o dano produzido pelo
oxigénio singleto foi altamente localizado e que seu curto tempo de vida foi
suficiente para que se difundisse por longas distancias entre as células.

Morton et al.>®

, em 2008, relatou, em uma reviséo de literatura, os
possiveis efeitos adversos causados pela PDT. Segundo aos autores, o efeito
agudo mais comum e desconfortante para os pacientes € a sensacdo dolorosa de
queimacdo que normalmente ocorre durante a exposi¢do a luz, podendo persistir
apos a exposicao. Eles também afirmaram que a dor € restrita a regido iluminada
gracas a estimulacdo de nervos ou danos aos tecidos causados pelas espécies
reativas de oxigénio (EROS), podendo ser agravada pela hipertermia. Além da
dor, relataram que a PDT tem uma baixa morbidade e que poucos efeitos adversos
agudos sdo gerados. Uma resposta inflamatéria aguda pode ser observada,
seguida, algumas vezes, de erosdo e formacéo de crosta. Entretanto, foi observado
que a remissdo desses efeitos normalmente ocorre ap6s 2 semanas e
ocasionalmente em 6 semanas. Pesquisas recentes tém demonstrado que o eritema
e 0 edema observados imediatamente apds a irradiagdo sdo atribuidos a resposta
na forma de urticaria relacionada a dose e mediadas por histamina, podendo
ocorrer em algum grau em todos os pacientes. Estudos in vivo sobre o efeito da
PDT mediada pela hematoporfirina em pele de camundongo mostraram que a
producdo de uma resposta fibrosa parece ndo ocorrer por causa da exposicao a
hematoporfirina, mas sim da exposicdo a luz, responsdvel por causar uma
hipertermia. Além disso, os autores relataram a ocorréncia de uma hipo ou
hiperpigmentacdo apds a PDT, sendo a hiperpigmentacdo dependente da dose de
fotossensibilizador, ocorrendo ap6s 48-72 horas e aumentando durante as 2

semanas seguintes ao tratamento. Em tratamentos dermatologicos de lesbes de
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pele, pode-se observar como efeito colateral a queda de cabelo. Os autores
também relataram que o risco carcinogénico da PDT é baixo. Outro aspecto
abordado refere-se a utilizagdo de luz azul na PDT, pois esta possui potencial para
causar danos irreversiveis aos neurotransmissores da macula, ao contrério da luz
vermelha, que n&o é fototoxica a retina. Finalmente, os autores concluiram que a
dor causada pela PDT é comum durante a exposicao a luz, o que é bem tolerado,

ocorrendo poucos efeitos adversos agudos sérios.

2.4 PDT e fontes de luz

A crescente utilizacdo de lasers de baixa intensidade em terapias no
ramo da medicina e de outras especialidades tem gerado uma necessidade de
avaliacdo da propagacdo da luz, em seus diversos comprimentos de onda, nos

tecidos biolégicos. Por isso, Melo et al.*®

, em 2001, realizaram um estudo cujo
objetivo foi determinar as propriedades Opticas de diferentes tecidos de rato,
considerando a variacgéo da intensidade da luz e sua distribuicdo. A luz do laser é
normalmente transmitida por meio de fibras, e o feixe de luz chega aos tecidos
sem divergéncias. Uma vez em contato com o tecido, dois mecanismos principais
ocorrem: absorcao e espalhamento. A absorcéo depende da constitui¢do do tecido
e aumenta com a frequéncia da luz convergindo em energia para a vibracéo e
rotacdo molecular. Espalhamento estd, normalmente, relacionado a geometria,
tamanho das moléculas e ndo-homogeneidade dos tecidos. Pode ser um tipo de
difusdo da luz, como a penetracdo do produto ao longo do tecido. Além disso, o
espalhamento tem a propriedade de destruir o feixe de luz, criando zonas de
iluminacdo espalhadas isotropicamente no tecido. Nesse estudo, os autores nao
identificaram separadamente o mecanismo de absorcdo e espalhamento, mas
caracterizaram, por meio de imagem, as regides do tecido iluminadas, descritas
como zonas de igual intensidade. Nesta imagem, eles definiram um coeficiente
efetivo que permite descrever a reducdo da intensidade e a funcdo da penetracao

profunda. Para isso, um pedaco de tecido de rato, com 3,5 mm de espessura e 25
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mm X 25 mm, foi colocado entre duas laminas microscépicas. As amostras de
tecido foram provenientes de rim, figado sadio, figado cirrdtico, musculatura
abdominal e parede abdominal de rato. E um laser de argonio com comprimento
de onda desejado (630 nm e 514 nm), com feixe colimado através de espelhos,
irradiou sobre o tecido entre as duas placas de vidro. Uma camera CCD colocada
no tecido registrou a imagem formada pelo espalhamento da luz. A intensidade da
luz também foi registrada. = Todos o0s tecidos observados apresentaram
espalhamento isotrépico da luz em todas as direcdes. Observaram que a
intensidade da luz irradiada se distribuiu isotropicamente e criou zonas de igual
intensidade. Considerando a aplicacdo da luz com comprimento de onda de 630
nm, a penetracdo mais alta foi obtida na amostra proveniente da parede abdominal
(17 mm), demonstrando que a aplicacdo do laser pode realizada externamente,
principalmente se o laser estiver proximo ao abdémen. Esses resultados s&o Uteis
para muitas aplicacdes do laser desde a bioestimulacéo a fototerapia.

1.3°, em 2004, foi avaliar a

O objetivo do estudo de Fontana et a
variacdo da temperatura induzida por um laser de diodo em tecido periodontal,
determinando os pardmetros térmicos seguros da aplicacdo do laser de diodo em
bolsas periodontais para prevenir danos irreversiveis aos tecidos orais.
Inicialmente, foi realizado um estudo in vitro e, posteriormente, um estudo in vivo
utilizando os mesmos parametros. No estudo in vitro, amostras de tecido mole
oral de ratos Wistar foram usadas para a investigacdo. O tecido da bochecha foi
removido e fatias de 1 mm, 2 mm e 3 mm foram obtidas. Uma camada de mucosa
jugal contendo 10 mm de espessura foi fixada em uma placa de acrilico,
previamente preparada e posicionada em frente a um termistor, que estava
conectado a um computador. A irradiacdo do laser foi realizada em quatro
diferentes poténcias (600, 800, 1000, 1200 mW), com o feixe de luz incidindo o
tecido perpendicularmente durante 3 segundos. O experimento foi repetido 20
vezes para cada poténcia empregada. Os autores observaram que a temperatura
aumentou com a poténcia do laser em todas as amostras estudadas, até 800 mwW
ou depois que uma saturacdo ocorreu, existindo um equilibrio entre a energia

empregada e a dissipacdo térmica no tecido. Como se esperava, 0 aumento da
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temperatura observado para as amostras mais finas de tecido foi maior do que o
observado nas amostras mais espessas. Entretanto, os valores de variacdo de
temperatura obtidos a partir das amostras mais finas ndo foram suficientes para
induzir danos irreversiveis ao tecido dentéario ao redor. Além disso, os resultados
demonstraram que, para tecidos mais espessos que 1,3 mm, a variacdo de
temperatura devera estar abaixo dos valores criticos para qualquer poténcia,
guando injarias aos tecidos forem consideradas. Para a realizacdo do estudo in
vivo, cinco ratos machos Wistar foram utilizados. Para a avaliagdo da temperatura
no tecido 6sseo, um termistor foi colocado em uma cavidade preparada no 0sso
alveolar da mandibula. E, para avaliar a variacdo de temperatura na bolsa
periodontal, outro termistor foi colocado paralelo ao primeiro molar. Neste estudo
in vivo, para a aplicacdo do laser, foram utilizados os mesmos parametros do
estudo in vitro. Entretanto, foram utilizados dois diferentes tempos de irradiacéo,
3 e 9 segundos. A fibra do laser foi posicionada no interior do sulco periodontal, o
mais proximo possivel do termistor. Os dados foram obtidos a partir de 15
repeticdes do experimento. Os autores observaram que a temperatura mais alta foi
registrada quando poténcia de 1.200 mW por 9 segundos foi utilizada,
aumentando aproximadamente 11°C. Entretanto, os autores afirmaram que esse
aumento de temperatura ainda é considerado seguro, estando préximo ao limite
térmico passivel de causar danos. Os resultados da variacdo térmica do o0sso foram
similares ao anterior, em que o valor mais critico de temperatura atingida ocorreu
guando uma poténcia de 1200 mW por 9 segundos foi aplicada. Porém, nenhuma
injdria também ocorreu, visto que, para isso, seria necessario um aumento de
temperatura maior do que 10°C. Portanto, baseados nesses resultados, os autores
puderam afirmar que o tempo e a poténcia testados nesse estudo ndo foram
capazes de induzir danos ao tecido periodontal e ao 0sso. Dessa forma, esse
estudo contribuiu para estabelecer parametros seguros de aplicagéo de laser em
bolsas periodontais para reducdo bacteriana, sem causar danos irreversiveis aos
tecidos.

Novas fontes de luz tém sido estudadas para sua utilizacdo na PDT.

O LED, por apresentar inimeras vantagens, tem sido uma delas. Para comprovar a
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eficacia desse sistema de luz na PDT para tratamento de queratose actinica,
Babilas et al.”, em 2008, realizaram um estudo comparando-a com uma outra
fonte de luz (ldmpada de alta pressdo), cuja eficacia ja foi estabelecida. Além
disso, os autores avaliaram a taxa de remissdo da queratose actinica, presenga ou
ndo de dor, satisfacdo do paciente e a cosmética. Para a realizacdo desse estudo,
17 pacientes, entre eles homens e mulheres de 47-88 anos apresentado queratose
actinica foram selecionados. Todas elas localizavam-se na face e apresentavam o
mesmo grau de severidade. Previamente ao tratamento, as lesGes foram
classificadas em escores, fotografadas e curetadas para remogdo de crostas.
Posteriormente, o fotossensibilizador MAL foi aplicado na forma de pomada
sobre as lesBes, abrangendo 5 mm do tecido normal ao redor. Apés o tempo de
incubacdo de 187 = 14 minutos, o fotossensibilizador foi removido, a regido
tratada foi irradiada com a lampada de alta pressdo, com dose de 100 Jicm? e
intensidade de 120 mW/cm?, e as lesdes contralaterais foram iluminadas pelo
LED, com dose de 40 J/icm? e intensidade de 120 mW/cm?. Acompanhamento
foi realizado durante 2 semanas, 3 meses € 6 meses apos a PDT, sendo as lesdes
fotografadas e a resposta ao tratamento avaliada em cura total, parcial ou auséncia
de alteracGes na lesdo. Efeitos colaterais, como reacdo local a fototoxicidade, que
possam ter sido causados pela PDT, ou dor, edema, eritema sensacdo de
queimacdo, prurido, formacdo de crostas, infeccdo local, erosdo, hiper e
hipopigmentacdo foram registrados apds a terapia com luz e em cada sesséo de
acompanhamento. A pele sadia ao redor das lesdes, também submetida o
tratamento, foi examinada antes da irradiacdo e apds 3 e 6 meses. Apds a PDT e
ap6s 3 e 6 meses de acompanhamento, a infiltracdo da queratose actinica foi
reduzida, e nenhuma leséo apresentou-se com infiltracdo ou queratose espessas. A
taxa de remissdo das lesdes ap0s o tratamento, apds 3 meses, foi de 81,8% para 0s
pacientes tratados com lampada de alta pressdo e de 80% para aqueles tratados
com LED. O grau de infiltracdo da queratose actinica foi semelhante para ambas
as fontes de luz, ndo havendo diferenca estatistica significante. A PDT causou
efeitos colaterais em todos os pacientes com o emprego de ambas as fontes de luz.

Todos os pacientes relataram sensacao de queimacao durante e apds a irradiacéo.
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Eritema e formacao de crostas foram observadas 2-4 dias apds a PDT em todas as
regides tratadas com ambas as fontes de luz. Apds 3 e 6 meses, leve eritema, hiper
ou hipopigmentacdo puderam ser observados nas regides tratadas, mas nenhuma
diferenga estatisticamente significante foi encontrada. Também n&o foi observada
nenhuma diferenca estatisticamente significante entre as duas fontes de luz quanto
ao aspecto da pele sadia ao redor das lesdes, quanto a cosmética e a satisfacdo dos
pacientes em todos os periodos de avaliacdo (3 e 6 meses). Dessa forma, os
autores concluiram com o presente estudo que a PDT, utilizando o MAL
associado ao LED ou a lampada de alta pressdo, apresentou eficacia equivalente
no tratamento da queratose actinica. Além disso, ambos os tratamentos
apresentaram sensacdo dolorosa similar. Sendo assim, a PDT com LED é uma
alternativa eficaz no tratamento dessa doenca, ja que as taxas de remissdo das
lesBes e os resultados cosmeticos ndo foram inferiores aos da PDT utilizando a
lampada de alta pressé&o.

Tem sido proposto que a producdo de EROs ap0s irradiagdo com
baixa dose de luz é o primeiro passo para a fotobiomodulacdo. Entretanto, altos
niveis de EROs sdo toxicos tanto para células quanto para bactérias. Por isso,
Lipovsky et al.**, em 2008, avaliaram a fototoxicidade de luz visivel de
comprimento de onda entre 400 nm-800 nm e uma dose de luz de 120 J/cm? na
sobrevivéncia de diversas bactérias patogénicas: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, e Serratia marcescens. Essas
bactérias foram escolhidas por causa da sua alta prevaléncia em feridas infectadas.
Apos 24 horas, 1 mL de suspensdo bacteriana foi exposto a iluminacdo com a
fonte de luz branca (400 mW/cm?) durante 5 minutos (120 J/cm?). Suspensdes
bacterianas ndo expostas a luz serviram de controle negativo. A sobrevivéncia das
células bacterianas foi monitorada pela contagem do ndmero de unidades
formadoras de colénias antes e depois da irradiacdo. Além disso, foi realizada a
deteccdo de EROs pela espectroscopia de ressonancia magnética, e a variacdo da
temperatura durante a iluminacdo foi mensurada por um termistor. A irradiacao
com luz branca em uma dose de 120 J/cm? causou reducdo na viabilidade

bacteriana de 62%, 83%, e 56% para E. coli, S. aureus e S. marcescens,
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respectivamente. Entretanto, nenhuma reducdo na contagem de col6nias da P.
aeruginosa foi observada. A reducéo na viabilidade das células bacterianas estava
diretamente relacionada a formacéo de EROs pelas mesmas. A maxima elevacéo
de temperatura foi de 4°C sob uma dose de 240 J/cm?. Esses resultados sugeriram
que a reducdo na viabilidade durante a iluminacdo ndo foi resultante do
aquecimento do meio de cultura e sim do efeito fototoxico gerado pela presenga
das espécies reativas de oxigénio. Os autores concluiram que a luz visivel em altas
intensidades pode causar morte bacteriana. Dessa forma, a iluminacdo de
ferimentos infectados, com alta fluéncia e alta intensidade, pode reduzir o risco de
infeccdo, previamente & iluminagdo, com baixas doses utilizadas para estimular o
processo de cicatrizacao.

Gritsch et al.*3, em 2008, avaliaram os efeitos biolégicos da luz
azul emitida por duas fontes de luz (arco de plasma e LED) utilizadas na
fotoativagdo de materiais odontoldgicos sobre cultura de fibroblastos gengivais.
As células foram obtidas de biopsia de tecidos gengivais saudaveis e cultivadas
em placas de 24 compartimentos para a realizacdo do estudo. Antes da irradiacéo,
a intensidade da luz e o aumento de temperatura foram respectivamente
mensurados com um radiébmetro e um termistor. As células foram expostas a
irradiacdo pelas duas fontes de luz por um tempo estimado para polimerizagao do
adesivo e para fotoativacdo de trés camadas de resina composta a 9 mm de
distancia. A irradiacio com o arco de plasma (1500 mW/cm?) durou 15 segundos,
sendo 3 segundos para a polimerizagdo do adesivo e os demais 12 segundos para a
polimerizacdo da resina. O tempo de irradiacdo com o LED (650 a 1100 mW/cm?)
foi de 100 segundos, sendo 20 segundos para o adesivo e 0s demais para a resina.
A resposta celular ap6s iluminacdo com luz azul foi verificada pela avaliacéo das
alteracdes morfologicas por meio da microscopia eletrdnica de varredura e pela
avaliacdo da atividade mitocondrial por meio do teste de MTT. O teste de MTT
foi realizado 2, 24, 48 e 72 horas ap6s a irradiacdo. A intensidade de luz que
chegou a cultura celular foi de 488+42 mW/cm? para o arco de plasma e de 61+5
to 140+16 mW/cm? para o LED. O maior aumento de temperatura medido pelo

termistor foi de 0,5° e 3,5°C para o arco de plasma e o LED respectivamente. Os
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resultados ndo mostraram nenhuma diferenca na morfologia das células irradiadas
quando comparadas as ndo irradiadas. Entretanto, as células expostas a luz azul
apresentaram um aumento na atividade mitocondrial quando comparadas ao
controle. O arco de plasma aumentou a atividade mitocondrial em 45%, enquanto
0 LED em apenas 9% ap0s 72 horas da irradiacdo. Os autores concluiram que a
viabilidade celular foi mais estimulada por uma fonte de luz de alta intensidade
por um curto periodo de irradiacdo do que uma fonte de luz de baixa intensidade
por longo periodo de irradiacdo. Além disso, o0 possivel mecanismo para esse
aumento da viabilidade celular foi decorrente da estimulagdo da fungéo
mitocondrial em virtude do estresse oxidativo provocado pela exposi¢do a luz
azul.

Taoufik et al.%®, em 2008, investigaram o efeito da exposicéo & luz
azul proveniente de diferentes fontes de luz (luz halégena, LED e arco de plasma)
na proliferacdo de fibroblastos gengivais. As células obtidas de cultura primaria
foram semeadas em placas de 48 compartimentos. Apos um periodo de 24 horas,
o meio foi aspirado, uma solucdo tampdo fosfatada foi colocada e as células
submetidas a irradiacdo. Os fibroblastos foram expostos a luz halégena (750
mW/cm?) por 240 segundos, ao LED (900 mW/cm?) por 180 segundos e ao arco
de plasma (2.000mW/cm?) por 120 segundos. Esses tempos simulavam o tempo
clinico necessario para a ades@o de um braquete ortodéntico. O efeito da luz azul
na sintese de DNA e na proliferacdo celular foi estimado pela incorporacéo da 3H-
timidina e pela contagem celular direta respectivamente. Além disso, o possivel
envolvimento do estresse oxidativo no efeito da irradiagdo com luz azul foi
avaliado utilizando o N-acetil-cisteina. E, finalmente, quebras na dupla fita do
DNA foram avaliadas por imunofluorescéncia. O efeito imediato da irradiacdo na
proliferacdo dos fibroblastos foi avaliado pela sintese de DNA, a qual nao
apresentou nenhum efeito inibitorio depois da exposicdo a luz. Os efeitos a longo
prazo da irradiacdo foram examinados pela contagem do ndmero de células
durante uma semana. As células expostas as trés fontes de luz apresentaram uma
inibicdo na proliferacdo celular quando comparadas ao controle. Esse resultado

ndo foi atribuido a quebra da dupla fita de DNA e ndo foi anulado pela presenca



REVISAO DE LITERATURA

da N-acetil-cisteina, um inibidor de radicais livres. Os autores concluiram que
houve uma inibicdo moderada na proliferacdo dos fibroblastos gengivais quando
expostos a luz azul e que mais estudos sdo necessarios para esclarecer o

mecanismo exato desse efeito inibitorio.
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3 Proposicao

O presente estudo teve por objetivo avaliar o possivel efeito toxico
da PDT em mucosa palatina de ratos, utilizando o Photogem® associado &
irradiacdo com LED azul, por meio da analise macroscopica e da microscopica,
apo6s diferentes periodos de avaliacdo. Além disso, a biodistribuicdo do
Photogem® no interior do tecido foi determinada por microscopia de

fluorescéncia.
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4 Material e método

O protocolo de pesquisa apresentado a seguir foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (Apéndice 1).

4.1 Animais

Foram utilizados 101 ratos (Rattus Norvegicus Albinus
Holtzman), com peso variando entre 350 e 400 gramas, provenientes do Biotério
UNESP - Araraquara. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais
devidamente identificadas no biotério do Departamento de Fisiologia e Patologia
da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP e tiveram acesso livre a

comida e agua.

4.2 Aplicagao da Terapia Fotodinamica

4.2.1 Preparo do agente fotossensibilizador e da fonte de luz

A fotossensibilizagdo da mucosa palatina dos animais foi realizada
com o agente fotossensibilizador Photogem® (Limited Liability Company) (Figura
1). Esse FS € produzido a partir da hematoporfirina, uma substancia presente no
sangue de animais e de humanos, sendo fabricado na Rassia — Moscou e aprovado
pelo Ministry of Public Health Service and Medical Industry of Russian
Federation sob autorizacdo 42-3199-98. A utilizacdo desse agente é aprovada para
uso em humanos pelo Comité Estatal de Farmacologia da Federacdo Russa e
também pela ANVISA (data 8/4/2003; processo 25351.189638/02-00; exp
132851/02-4). Apresenta-se na forma de um po violeta escuro, comercializado em
frascos esterilizados contendo 200 mg do p6. Em solugéo, o Photogem® apresenta
uma banda caracteristica de absor¢cdo com um pico maximo em 369 nm, e outras

quatro bandas menores (Figura 2).
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FIGURA 1 — Embalagem comercial do FIGURA 2 — Espectro de absorgéo optica do
il ®
fotossensibilizador Photogem™. Photogem?®.

Para a realizacdo deste experimento, aliquotas de 5 mg do FS foram
fornecidas pelo Laboratério de Biofotdnica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos —
USP (IFSC), e armazenadas em microtubos de plastico envolvidos em papel
aluminio para protecdo da luz a temperatura de 4°C. Previamente a sua utilizagao,
foi realizado o preparo da solugdo desse medicamento pela dissolucdo do p6 em

solucdo salina estéril.

Inicialmente, uma aliquota de 1 mL de solucdo salina estéril foi
pipetada no interior de um microtubo contendo 5 mg de p6 de Photogem®. O
microtubo foi colocado em agitador de tubos e agitado vigorosamente por 1
minuto para a completa dissolucdo do pd. Em seguida, a solucdo resultante foi
removida do microtubo e transferida para um tubo de ensaio contendo 4 mL de
solucdo salina estéril, e o tubo foi agitado por um minuto para homogeneizar a
solucdo fotossensibilizadora. Dessa forma, cada aliquota de 5 mg de po6 foi

dissolvida em 5 mL de solucdo salina estéril, obtendo-se uma solucéo estoque de
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fotossensibilizador na concentracdo de 1.000 mg/L. Essa solucao foi armazenada
em tubos de ensaio envolvidos em papel aluminio, identificados e datados, a
temperatura de 4°C (Figura 3). E importante ressaltar que o Photogem® é uma
substancia fotossensivel, isto €, seus componentes podem sofrer degradagdo
quando exposto a luz. Assim, a manipulacdo desse medicamento durante o
preparo da solucdo estoque e posteriormente, na fotossensibilizacdo da mucosa

dos animais, foi realizada em ambiente escuro.

A toxicidade da Terapia Fotodinamica com Photogem® foi avaliada
utilizando-se duas concentragdes desse agente: 500 mg/L e 1.000 mg/L. Para isso,
aliquotas da solucdo estoque de Photogem® (1000 mg/L) foram diluidas em
solucdo salina estéril, até a obtencdo da concentracdo de 500 mg/L. O preparo
dessa concentracdo a partir da solucdo estoque de Photogem® foi sempre realizado
instantes antes do seu uso, seguindo uma proporcao fixa de solugéo salina/solucao
estoque. As solugdes foram preparadas em microtubos envolvidos em papel
aluminio e agitadas vigorosamente por 1 minuto para sua completa

homogeneizacao.

FIGURA 3 — Tubo de ensaio contendo a solucéo estoque de Photogem® (1.000 mg/L).
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A fonte de luz empregada na iluminagdo das amostras deste estudo
foi um aparelho constituido de ldampadas do tipo LED azul (LED, LXHL-PRO9,
Luxeon® I1I Emitter, Lumileds Lighting, San Jose, California, USA) distribuidas
no interior do sistema dptico, sendo ele idealizado e desenvolvido no Instituto de
Fisica de S&o Carlos da Universidade de Sdo Paulo (USP) (Figura 4). Este
aparelho constituia-se de uma ponta cuja extremidade (diametro de 5 mm)
apresentava duas fontes de luz LED ao longo de sua extensdo e possuia
intensidade (poténcia de saida) constante de 120 m\W/cm? e poténcia de 200 mW.
A luz emitida se encontrava numa estreita faixa do espectro fotomagnético,
predominantemente em 455 nm, na qual o FS empregado apresenta alta
capacidade de absorcdo de luz. Um dosimetro (Figura 5) foi utilizado para que se
pudesse verificar se a intensidade (poténcia de saida) do prototipo de LED
permaneceu constante ao longo de todo o experimento. O conhecimento da
poténcia de saida do aparelho utilizado é um fator importante a ser considerado,
pois esse valor, juntamente com o tempo de iluminacdo, determina a quantidade
de energia aplicada na amostra irradiada. Essa quantidade de energia €
denominada fluéncia ou dose de luz, e é expressa pela energia por area (J/cm?). A
férmula empregada para o célculo da dose é a seguinte:

Dose(J/cm?) = Poténcia(W/cm?) X Tempo(s).

FIGURA 4 — PROTOTIPO DE LED - Aparelho FIGURA 5 — Verificagdo da intensidade de
constituido de LEDs utilizado para iluminacdo das luz emitida pelo protdtipo de LED com o
amostras. auxilio de um dosimetro.
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Dessa forma, para a avaliacdo da toxicidade da PDT uma dose de luz de 144 J/cm?

foi utilizada.

4.2.2 Fotossensibilizacao

Para a realizacdo da Terapia Fotodinamica, os animais foram

aleatoriamente divididos em 24 grupos e distribuidos como demonstra a Tabela 1.

Tabela 1- Distribui¢do dos grupos experimentais e controle
PERIODOS DE AVALIACAO POS-TRATAMENTO

TRATAMENTOS Imediatamente  Apos 1 dia ApOs 3 dias Apo6s 7 dias
=c) (n=25) (n = 25) (n = 25)
Grupo 1 (P-L-) ) ) ) )
(controle)
Grupo 2 (P+L-, 500) 5 5 5 5
(Photogem 500 mg/L)
Grupo 3 (P+L+, 500)
5 5 5 5
(Photogem 500 mg/L +
Luz)
Grupo 4 (P+L-,1000) 5 5 5 5
(Photogem 1000mg/L)
Grupo 5 (P+L+,1000)
5 5 5 5
(Photogem 1000 mg/L +
Luz)
Grupo 6 (P-L+) 3 3 3 3

(Luz)

Previamente a realizacdo dos tratamentos preestabelecidos, 0s
animais foram anestesiados por meio de injecdo intraperitoneal do anestésico

geral Quetamina® na dosagem de 0,16 mL/100g de peso corpéreo associado ao

* Ketamina ® - 10 mL — uso veterinario. Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.
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relaxante muscular e analgésico Cloridrato de Xylazina' na dosagem de 0,04
mL/100g de peso corporeo (Figura 6). Para a administracdo da anestesia foi
utilizada seringa de insulina (1 mL). Os animais foram colocados em uma mesa
cirdrgica na qual havia um dispositivo que permitia a abertura bucal dos animais
de maneira que o LED pudesse ser posicionado em contato com a mucosa do
palato (Figura 7). Os ratos tiveram a mucosa palatina tratada com
fotossensibilizador, sendo este aplicado topicamente com o auxilio de uma
micropipeta**, em uma das duas concentragdes (Figura 8). Para os Grupos 3 e 5,
apo6s os 30 minutos de aplicacdo topica do Photogem e com a ponta do aparelho
protegida com filme de PVC transparente*»*, a mucosa foi irradiada pelo
prot6tipo de LED durante 20 minutos, correspondendo & dose de 144 J/cm?
(Figura 9). Como o aparelho utilizado neste trabalho constituia-se de uma ponta
cuja extremidade apresentava duas fontes de luz LED ao longo de sua extensao,
toda a superficie da mucosa palatina dos animais foi exposta a luz. O efeito
isolado da luz e do fotossensibilizador também foi avaliado. Para isso, animais
adicionais foram submetidos somente & irradiagdo com LED (144 J/icm?) ou
apenas & aplicacdo das diferentes concentracGes do fotossensibilizador. No Grupo
1 (controle), solucdo salina estéril foi aplicada sobre a mucosa palatina. Entéo, a
ponta ativa do LED azul foi posicionada, porém o aparelho ndo foi ativado.

Assim, este grupo experimental foi considerado como “sem tratamento”.

Um animal adicional foi utilizado para medi¢do da variacdo de
temperatura na mucosa (mapeamento térmico) durante a irradiacdo com LED.
Uma incisao foi realizada na regido mediana da mucosa do palato e um termistor
de alta precisdo*=* (Figura 10) foi inserido entre a mucosa e 0 0sso subjacente e,

posteriormente, a mucosa foi irradiada pelo LED (Figura 11). O termistor estava

conectado a um multimetro digital® que registrava os valores de resisténcia

elétrica ao longo do tempo. Valores consecutivos de temperatura foram

*Dopaser ® - 10 mL — uso veterinario. Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.
** Boeco, Hamburg, Germany.

**x \agipack®.

**** Modelo 120-202 EAJ, FenWal Eletronic, Milford, MA.

*Digitest DT 105, Alfatronic S/A.
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registrados durante os 20 minutos de irradiacdo, seguindo o mesmo protocolo

utilizado durante a PDT, sendo os dados obtidos representados em grafico.

FIGURA 6 — Inje¢do intraperitoneal do agente FIGURA 7 — Animal posicionado na mesa
quimioterapico. cirlrgica previamente a terapia.

FIGURA 8 — Aplicacdo do Photogem na mucosa FIGURA 9 — Aplicacéo do LED na mucosa
palatina. palatina.

FIGURA 10 — Termistor digital de alta precisao. FIGURA 11 — LED e termistor em posi¢éo na

regido central da mucosa.
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Todos os procedimentos foram realizados adotando-se as medidas
de protecdo necessarias, tais como utilizacdo de jaleco, gorro, mascara, luva e

oculos de protegdo.

Apbs os tratamentos, realizou-se analise macroscopica e
microscopica, por microscopia de luz e de fluorescéncia, segundo quatro periodos
de avaliacdo, como pode ser observado na Tabela 1. A avaliacdo da mucosa dos
ratos apos tais periodos teve por objetivo determinar os efeitos da PDT em curto

prazo e a biodistribuicdo do FS na mucosa do animal ao longo desse periodo®.

4.3 Avaliacao macroscopica da mucosa

Apds anestesia e previamente ao sacrificio, a mucosa foi
fotografada com maquina digital®, utilizando-se parametros padronizados, para
que se realizasse uma descricdo macroscopica das possiveis anormalidades

ocorridas no tecido apés a PDT.

A avaliacdo macroscoépica foi realizada a partir da observagdo
das fotografias obtidas, que foram previamente embaralhadas, codificadas e
analisadas de maneira cega por um unico examinador. Essa analise foi realizada
duas vezes pelo mesmo examinador, com intervalo de um més, para que houvesse
uma correta calibracdo. Cada fotografia foi classificada por meio de uma escala de

6 pontos (Sonis et al., 2000 )®’, mostrada na Tabela 2.

* Nikon SLR camera D40 X, 10.2 mega pixel, Tokyo, Japan.
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Tabela 2 - Classificagdo clinica

4.4 Avaliacao histologica da mucosa

Apbs a realizacdo das fotografias, os animais foram sacrificados
por meio de uma sobredose do anestésico quetamina associado ao cloridrato de
xilazina, administrado intraperitonealmente. Em seguida, o palato foi removido
(Figura 12) e dividido em duas metades (Figura 13 e 14), sendo uma destinada a

microscopia de luz e a outra a microscopia de fluorescéncia.

FIGURA 12 — Palato do rato FIGURA 13 — Palato do rato sendo ~ FIGURA 14 — Palato do rato
apos sua remogao. dividido com o auxilio de um apos ser dividido em duas
bisturi. metades.

As amostras destinadas a microscopia Optica foram
imediatamente fixadas em formol tamponado a 10% (pH 7,4) por 72 horas e
preparadas para exame histologico. Para tal, as pecas histoldgicas obtidas da
mucosa palatina dos animais foram armazenadas em compartimentos
identificados, e posteriormente, submetidas ao seguinte processamento

laboratorial de rotina:

1) Fase de desidratacdo por trocas consecutivas de alcoois em concentracfes

crescentes:
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- alcool 70% por 1 hora;

- alcool 90% por 1 hora;

- dlcool absoluto, 6 trocas de 1 em 1 hora.

2) Fase de diafanizagéo:

- &lcool-xilol por 30 minutos;

- xilol puro por 30 minutos;

- novo xilol puro por mais 30 minutos.

3) Fase de embebicdo em parafina histolégica a 58°C:
- parafina liquida por 3 horas;

- nova parafina liquida por mais 3 horas.

Apdbs o processamento laboratorial, as amostras foram incluidas
em férmas de papel contendo parafina liquida. Ap6s seu endurecimento, as
formas foram removidas e, com o auxilio de navalhas descartaveis foram obtidos
blocos de parafina que continham as pecas incluidas centralmente. Esses blocos
foram fixados em suportes de madeira para serem posicionados em um micrétomo
rotatério**. Qito cortes histologicos seriados de cada bloco, com 6 um de
espessura foram colocados em laminas de vidro e corados alternadamente pelas
técnicas de Hematoxicilina e Eosina (H&E) e Tricrébmico de Masson para
posterior avaliacdo dos eventos histolégicos ocorridos em cada um dos grupos

kK

através de microscopia de luz *

* Disposable Microtome Blades — LEICA, model 818, Germany.
**820 Spencer Microtome, Spencer Products Co., Carson, CA, USA.
***Microscopio Olympus BX51, Olympus Optical do Brasil, Ltda.
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A reacdo do tecido foi analisada de acordo com a intensidade da
inflamacdo, determinada pela presenca de células inflamatorias, alteracdo da
populacdo das células residentes do tecido conjuntivo, caracteristicas da
substancia intercelular amorfa e da substancia intercelular fibrosa. O material foi
classificado em escores (Tabela 3) por um Unico examinador e 0s eventos
histologicos observados na regido da mucosa para cada grupo experimental foram

descritos nos diversos periodos de avaliacao.

Tabela 3 — Classificagdo dos eventos histopatologicos (ISO 7405: 1997)

4.5 Analise por Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi realizada com base no estudo de
Komerik et al.*'. As amostras do palato removidas foram armazenadas em um
recipiente de papel aluminio (Figura 15a) e submersas em um meio para
congelamento® (Figura 15b). Para esse procedimento, o recipiente contendo a
amostra foi mergulhado em isopentano, estando este em contato com nitrogénio
liquido (Figura 15c). Posteriormente, as amostras congeladas (Figura 15d) foram
armazenadas em um freezer a -80°. Cortes com 10um foram realizados com um
criostato”, sendo as seccdes posicionadas em laminas de vidro tratadas com
gelatina. Em seguida, os cortes foram visualizados em um microscopio de

fluorescéncia” acoplado a uma camera fotografica*+, que captou as imagens do

* Tissue Freezing Medium, Jung, Leica Instruments, Germany
** Microm HE 505, Jena, Germany
* Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Germany
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tecido emitindo a fluorescéncia do fotossensibilizador e demonstrando a sua
distribuicdo na mucosa. Algumas laminas foram subsequientemente coradas com
H&E para visualizacdo em microscopio de luz® das regides correspondentes
aquelas onde foram observadas em microscopio de fluorescéncia.  Esses
procedimentos foram realizados no Laboratorio de Plasticidade Muscular do

Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Séo Carlos.

o] o

FIGURA 15: a — amostra do palato sendo armazenada em um recipiente de
papel aluminio. b — meio para congelamento sendo inserido no recipiente
contendo a amostra. ¢ - recipiente contendo a amostra sendo mergulhado
em isopentano em contato com nitrogénio liquido. d — amostra congelada.

** DSC S75, Sony, Tokyo, Japan
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5 Resultado

5.1 Avaliagdo macroscopica da mucosa

N&o foram observadas alteragfes na mucosa palatina dos animais
do grupo controle e dos grupos experimentais em todos os periodos de avaliacao.

A mucosa palatina dos animais que nao foram submetidos a
tratamento apresentava as rugosidades palatinas lisas na regido antemolar, trés
rugosidades em forma de M e duas em forma de V na regido intermolar. Na regido
posterior aos molares, observa-se uma linha esbranquigada denominada ponte
transversa (PT), a qual separa o palato duro do palato mole (Figura 16a, 16b).

Ja nos palatos submetidos a algum tratamento (Grupos 2, 3, 4,5 e
6) observou-se que a mucosa apresentava-se intacta, com aspecto de normalidade
semelhante ao do grupo controle (Figura 16c¢, 16d, 16e, 16f, 16h). Cabe ressaltar
que em apenas um Unico animal (Grupo 5) ocorreu presenca de discreto eritema
na mucosa, com leve descamacéo do epitélio, caracterizando uma lesdo de grau 1

de acordo com a classificacdo de Sonis et al.®’ (Figura 16g).
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FIGURA 16 - a — animal sendo preparado para a realizacdo das fotografias. b - Aspecto
macroscopico do palato de rato que ndo recebeu nenhum dos tratamentos, mostrando
rugosidades palatinas lisas na regido antemolar e trés rugosidades em forma de M e duas em
forma de V na regido intermolar. Na regido posterior aos molares, observa-se uma linha
esbranquicada denominada de ponte transversa (PT) a qual separa o palato duro do palato
mole. ¢, d, e, f, h — aspecto macroscopico representativo dos grupos experimentais,
apresentando-se intacto, com aspecto de normalidade semelhante ao do grupo controle. g -
Aspecto macroscéopico do palato de rato apresentando-se com discreto eritema na mucosa
(seta), com leve descamacdo do epitélio (seta).




5.2 Mapeamento térmico

O Gréfico 1 demonstra a variacdo de temperatura da mucosa dos
animais durante 20 minutos de aplicagcdo do LED, sendo a medida realizada a

cada 1 minuto. A temperatura variou de 35°C a 41°C, estabilizando-se aos 657
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GRAFICO 1 - Variagdo da temperatura na mucosa durante aplicacdo do LED.

5.3 Avaliacédo Histoldgica

No Grupo 1 (Controle, P-L-), os cortes histologicos avaliados para
todos os periodos propostos revelaram presenca de epitélio pavimentoso
estratificado, que era revestido por espessa camada continua de ceratina (Figura
17a). Esse tecido de revestimento apresentava poucas papilas epiteliais rasas, e a
camada basal estava integra. Imediatamente abaixo, foi possivel observar uma
delgada camada de tecido conjuntivo rica em fibras de colageno, onde estavam

presentes numerosos fibroblastos e pequenos capilares. Essa organizagdo




equilibrada entre células, vasos e componentes da matriz extracelular caracterizou
a normalidade desse tecido conjuntivo (Figura 17b). Cabe ressaltar que em apenas
um animal, ocorreu discreta presenca de células inflamatorias mononucleares em
algumas areas do tecido conjuntivo onde vasos sanguiineos estavam evidentes.
Nesse animal, em especial, células inflamatérias também estavam presentes no
interior dos vasos sanguineos dilatados e congestos (Figura 17c). Para todos os
animais pertencentes ao grupo controle, foi observado, abaixo desse tecido
conjuntivo normal, tecido 6sseo integro, o qual caracterizou a estrutura 0ssea do
palato (Figura 17b).

No Grupo 2 (P+L-, 500 mg/L), assim como relatado para o Grupo
Controle (P-L-), foi observado que o epitélio pavimentoso estratificado
ceratinizado estava intacto. O tecido conjuntivo subjacente, bem como a crista
Ossea palatina apresentava caracteristicas histologicas de normalidade (Figura 18a
e 18b). Dos 20 animais tratados e que foram sacrificados dentro dos periodos
estabelecidos, apenas 2 (1 no periodo de 24h e outro no de 7 dias) exibiam
discreta reacdo inflamatdria com predominio de células mononucleares associadas
a presenca de alguns vasos sanguineos dilatados e congestos (Figura 18c).

No Grupo 3 (P+L+, 500 mg/L), observou-se que a mucosa de
revestimento do palato dos animais apresentava caracteristicas histolégicas de
normalidade. Essas caracteristicas teciduais, ja descritas para o Grupo 1
(controle), foram presenciadas em todos os periodos de avaliacdo propostos.
Apenas um animal do periodo de 7 dias apresentou discreta reacdo inflamatoria,
limitada ao tecido conjuntivo subjacente ao epitélio. Para este espécime, a
inflamagdo foi caracterizada pelo predominio de células inflamatdrias
mononucleares associadas a areas com vasos sangiineos dilatados e congestos;
porém, o tecido Gsseo subjacente estava normal (Figura 19).

No Grupo 4 (P+L-, 1.000 mg/L), os cortes histologicos revelaram
que o tecido epitelial estava integro, tal como observado para o Grupo 1
(controle). Além disso, o delgado tecido conjuntivo subjacente, bem como o
tecido 6sseo do palato apresentava caracteristicas histolégicas de normalidade
(Figura 20).




No Grupo 5 (P+L+, 1.000 mg/L), observou-se que a mucosa de
revestimento do palato dos animais apresentava caracteristicas histolégicas de
normalidade. [Essas caracteristicas dos tecidos epitelial e conjuntivo,
anteriormente descritas para o Grupo 1 (controle), ocorreram em todos os
periodos de avaliagdo propostos (Figura 21). Porém, apenas um animal do periodo
de 7 dias apresentou discreta reacdo inflamatdria, limitada ao tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio, o qual se manteve integro em toda a sua extensao. Para este
espécime, a inflamacdo foi caracterizada pela presenca de células inflamatorias
mononucleares associadas a vasos sanglineos dilatados e congestos, 0s quais
também continham células inflamatorias no seu interior. Apesar da ocorréncia de
inflamacdo imediatamente abaixo do epitélio, o tecido 6sseo subjacente estava
normal.

No Grupo 6 (P-L+), observou-se que o epitélio pavimentoso
estratificado integro se manteve recoberto por espessa camada de ceratina, tal
como descrito para o Grupo 1 (controle), em todos os espécimes avaliados nesse
grupo experimental. Para todos os periodos de avaliacdo propostos, 0s cortes
histoldgicos revelaram que o delgado tecido conjuntivo localizado imediatamente
abaixo do epitélio de revestimento, bem como o tecido 06sseo subjacente,

apresentava caracteristicas histoldgicas de normalidade (Figura 22).
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FIGURA 17 (Grupo 1- controle): a — O epitélio pavimentoso extratificado esta recoberto por
uma espessa e continua camada de ceratina (seta). Observe que o tecido conjuntivo subjacente
apresenta equilibrio entre fibras colagenas, células e outros componentes da matriz extracelular.
H/E, 64x. b - O tecido 6sseo do palato, o qual se apresenta normal, esta revestido por uma
monocamada de osteoblastos (setas) H/E, 125x. ¢ - Note que abaixo do epitélio integro, ha
presenca de células inflamatdérias mononucleares (setas verticais) no tecido conjuntivo e no
interior de vasos sanglineos, os quais estdo dilatados e congestos (setas horizontais). H/E, 250x.

(0]

TC = / [[

a O h &

FIGURA 18 (Grupo 2): a — Epitélio pavimentoso extratificado ceratinizado intacto (seta).
Observe que o tecido conjuntivo subjacente (TC) e a crista dssea (O) palatina apresentam
caracteristicas histologicas de normalidade. Tricromico de Masson, 64x. b — Detalhe da figura
anterior, onde podemos observar a integridade da camada basal do epitélio, a organizagdo das
fibras de colageno, pequenos vasos sangiiineos e fibroblastos. Note a presenca dos osteoblastos
revestindo o0 o0sso palatino normal (O). Tricrdmico de Masson, 250x. ¢ — O tecido conjuntivo
abaixo do epitélio exibe discreta reagdo inflamatéria com predominio de células mononucleares
associadas a presenca de alguns vasos sanguineos dilatados e congestos (setas) H/E, 64x.
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FIGURA 19 (Grupo 3): a - Discreta reacdo inflamatéria limitada ao tecido conjuntivo subjacente
ao epitélio (E). Observe o predominio de células inflamatérias mononucleares associadas a areas
com vasos sangiineos dilatados e congestos (setas). O tecido 6sseo subjacente (O) apresenta-se
normal. H/E, 125x. b — Detalhe da figura anterior onde se pode observar tecido ésseo intacto (O)
com ostedcitos (seta) e estrutura medular em seu interior. Note que o tecido 6sseo (O) estd
completamente revestido por osteoblastos (setas), sendo que o tecido conjuntivo (TC) exibe
numerosos vasos sangiiineos com hemacias e células inflamatorios (setas) H/E 250x.
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FIGURA 20 (Grupo 4): a - Observe que abaixo do epitélio ceratinizado integro (E) estd um
delgado tecido conjuntivo (TC) e 6sseo (O) com caracteristicas histolégicas de normalidade. H/E,
125x. b — Detalhe da figura anterior, onde se pode observar o equilibrio entre fibras de colageno,
células e pequenos vasos sanguineos, o que caracteriza um tecido conjuntivo (TC) normal. H/E,

250x.
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FIGURA 21 (Grupo 5): a - Observe que a mucosa de revestimento apresenta caracteristica
histologica de normalidade, semelhante ao do grupo controle. H/E, 64x. b - Detalhe da figura
anterior onde se pode observar epitélio pavimentoso estratificado ceratinizado (E) revestindo um

tecido conjuntivo (TC) e 6sseo normais (O). H/E 250x.
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FIGURA 22 (Grupo 6) - Note a presenca de delgado tecido conjuntivo (TC) localizado
imediatamente abaixo do epitélio (E) de revestimento ceratinizado integro. O tecido Gsseo
subjacente (O) apresenta caracteristicas histoldgicas de normalidade. Tricromico de Masson, 64x.
b - Detalhe do epitélio de revestimento (E) integro. Observe o tecido conjuntivo subjacente (TC)
com equilibrio entre células e componentes da matriz extracelular, sendo que o tecido ésseo
adjacente (O) esta revestido por camada continua de osteoblastos (setas), apresentando
caracteristicas de normalidade. H/E 250x.
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5.4 Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia revelou a presenca de uma faixa
avermelhada uniformemente localizada na camada ceratinizada do epitélio, sendo
observada apenas nos grupos em que houve aplicagdo do Photogem® (Grupos 2,
3, 4, 5) (Figura 23 e 26). A regido avermelhada presente no tecido representava a
fluorescéncia emitida pelo Photogem®, enquanto a regido mais escura
representava a autofluorescéncia do tecido. No tecido conjuntivo e 6sseo, 0s sinais
de fluorescéncia foram comparaveis aos do grupo controle, em que nao havia
presenca de fotossensibilizador (Figura 24). A localizacdo do Photogem® na
camada de ceratina pdde ser confirmada observando-se os cortes submetidos a
coloracdo com H&E.

Apobs a realizacdo dos tratamentos, a fluorescéncia emitida pelo
fotossensibilizador somente pdde ser observada quando o periodo de avaliagdo foi
0 imediato (0 dias). Nos periodos seguintes (1 dia, 3 dias e 7 dias), ndo se
observou fluorescéncia no tecido, demonstrando a auséncia do fotossensibilizador
(Figura 25). Nos grupos em que a mucosa foi irradiada ap6s a aplicacdo de
Photogem® (Grupos 3 e 5), discreta fluorescéncia, caracterizada por um
vermelho-alaranjado, p6de ser observada na camada ceratinizada do epitélio em
conseqliéncia de a uma possivel degradacdo do fotossensibilizador pela luz
(Figura 26).

N&o foi observada diferenca quanto a localizacdo do agente
fotossensibilizador e a intensidade da fluorescéncia emitida quando houve
aumento na concentracdo de Photogem® de 500 mg/L para 1.000 mg/L (Figura
27).
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FIGURA 23 - Micrografia de fluorescéncia de palato de rato representativa do grupo 2 (a,e) e do
grupo 4 (c,f) referente ao periodo de 0 dia. a,c - Uma nitida fluorescéncia avermelhada pode ser
observada imediatamente apés a aplicacdo do Photogem® (FS). Observe que tal fluorescéncia
encontra-se apenas na por¢cdo mais externa do epitélio, correspondente a camada de ceratina. b,d —
Cortes histoldgicos correspondente as micrografias anteriores, nos quais a distribuicdo do FS na
camada de ceratina pdde ser confirmada.H/E 64x. e,f - Detalhe das micrografias anteriores (a,c).
Note a distribui¢do do FS no tecido.
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FIGURA 24 - a- Micrografia de fluorescéncia de palato de rato representativa dos grupos 1 e 6,
ndo submetidos a tratamento com Photogem®. Note que somente a autofluorescéncia do tecido
pode ser observada. b — Corte histol6gico correspondente a micrografia anterior (a). H/E 64x.
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FIGURA 25 - a- Micrografia de fluorescéncia de palato de rato representativa dos grupos 2, 3, 4 e
5 referente aos periodos 1 dia, 3 dias e 7 dias apds a realizacdo dos tratamentos. Observe que 0s
sinais de fluorescéncia sdo comparaveis aos do grupo controle, no qual somente a
autofluorescéncia do tecido pode ser observada. b — Corte histolégico correspondente a
micrografia anterior (a). H/E 64x.
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FIGURA 26 - a,c - Micrografia de fluorescéncia de palato de rato representativa do grupo 3(a) e 5
(c) referente ao periodo de O dia ap6s a PDT. Discreta fluorescéncia, caracterizada por um
vermelho-alaranjado, pode ser observada na camada ceratinizada do epitélio b,d — Cortes
histolégicos correspondentes as micrografias anteriores.
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FIGURA 27 - a,b - Micrografia de fluorescéncia de palato de rato representativa do grupo 2(a) e 4
(b) referente ao periodo de 0 dia. Note a semelhanca entre esses grupos, quanto a localizacdo do
Photogem® no tecido e & intensidade da fluorescéncia emitida.
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6 Discussao

A utilizacdo da PDT para o tratamento de infeccOes apresenta
importantes vantagens em relagdo aos tratamentos convencionais, tendo em vista
a possibilidade de obtencéo de efeito antimicrobiano, sem o desenvolvimento de
resisténcia por parte do microrganismo. Embora estudos tenham demonstrado que
a PDT representa uma alternativa promissora para o tratamento da candidose,
alguns aspectos dessa modalidade terapéutica ainda precisam ser esclarecidos, tais
como a possibilidade de sua aplicacdo sem a ocorréncia de efeitos colaterais aos
tecidos subjacentes. Os estudos que comprovam a eficacia da PDT antimicrobiana
se restringem a analisar apenas a capacidade dessa terapia de eliminar os
microrganismos envolvidos nas infeccdes bucais, ndo avaliando o0s possiveis
efeitos adversos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi verificar os
efeitos da PDT na mucosa palatina integra de ratos, utilizando parametros, como o
tipo de fotossensibilizador, sua concentragdo, o tempo de pré-incubagdo, a fonte
de luz e o tempo de irradiacdo, previamente estabelecidos com base em dados
cientificos obtidos em nossos laboratdrios para inativacio de C. albicans®.

Nos estudos in vivo, é bem estabelecida a utilizacdo de animais
experimentais para o estudo da PDT, tendo vérias pesquisas baseadas nesse
modelo30:333>37:415758.74 "Dantre esses animais, os mais utilizados sdo os ratos,
sendo eles de racas variadas. Dessa forma, neste estudo, foram utilizados ratos da
raca Rattus Novergicus Albinus Holtzman. Foram selecionados animais com peso
que variava de 350-400 g e ndo foram observados perda de peso ou sinais de
debilidade fisica ap0s a realizacdo dos tratamentos propostos. O protocolo para a
realizacdo da anestesia seguiu as recomendacOes do Guia de Experimentacao
Animal do Conselho Canadense de Protecdo ao Animal (CCAC)>® que preconiza
a associacdo do anestésico geral ketamina, para produzir rigidez muscular e tornar
o animal alheio ao ambiente externo, ao relaxante muscular xilazina, para
melhorar a analgesia e reduzir o tonus muscular. J& a dosagem desses

medicamentos foi baseada nas normas da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) de
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2005, A via de administracdo escolhida para este estudo foi a intraperitoneal,
devido a maior facilidade de aplicacdo por um unico operador.

A utilizagdo do Photogem® como agente fotossensibilizador, na
presente pesquisa, foi estabelecida com base em estudos in vitro que comprovam
a efetividade dos compostos derivados da hematoporfirina (Photofrin®, o
Photogem® e o Photosan®) na fotoinativacdo de bactérias e fungo®H6:1731:46,
Além disso, para o tratamento de infeccBes bucais como a candidose, seria
apropriada a utilizacdo de substancias que ndo ocasionassem manchamento as
superficies dentais e protéticas. Dessa forma, o Photogem® que n&o possui
propriedades corantes, poderia ser utilizado com maior seguranca em pacientes
portadores de restauracdes estéticas e em usuarios de proteses dentarias.

Particularmente para a C. albicans, os processos fotoquimicos
mediados por derivados da hematoporfirina parecem promover, inicialmente, uma
alteracdo na membrana citoplasméatica do microrganismo. O FS pode penetrar
para o interior da célula, e ocasionar danos irreversiveis a organelas intracelulares,
o que leva & inativagdo celular'®. Segundo Jori et al.*® (2006), o aumento da
permeabilidade da membrana durante os processos fotogquimicos iniciais é
fundamental para acentuar o efeito fotodindmico em células fungicas, pois a
inativacdo ocorre efetivamente ap6s a captacdo do FS para o interior da célula. Tal
fato pode ser comprovado pelos resultados de Lambrechts et al.*®. Segundo esses
autores, como a permeabilidade da membrana citoplasméatica é maior para
moléculas com carga positiva, a utilizacdo de FSs catidbnicos promove a
fotoinativagéo de C. albicans sob uma baixa dose de luz.

A aplicacdo sistémica dos fotossensibilizadores é amplamente
empregada nos estudos de PDT antitumoral®”®. Além disso, a administracio
tépica de FS para avaliacdo da PDT também tem sido utilizada®***2%°" Chang

21
l.

et al.”~ comprovaram por meio de microscopia de fluorescéncia em um estudo in

vivo que o FS (Photofrin) mesmo aplicado topicamente foi capaz de penetrar nos

tecidos, e a PDT foi efetiva em 90% dos carcinomas tratados. Segundo Komerik

|.41 |.73

et al.™> e Wong et al.””, a fluorescéncia emitida pelo FS revelou que a sua

penetracdo nos tecidos se restringiu ao epitélio, ndo atingindo os tecidos
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subjacentes, tais como o conjuntivo e 0 0sseo. Com base nesses resultados, a
aplicacdo topica do Photogem® foi empregada no presente estudo. A
fluorescéncia emitida pelo Photogem® pode ser observada nos grupos gque
receberam a aplicacdo do fotossensibilizador, sendo a sua distribuicdo na mucosa
limitada aos tecidos epiteliais, independente da concentragdo avaliada. Segundo
Komerik** (2002) a absorgdo do fotossensibilizador poderia depender da sua
capacidade de difusdo ou estar relacionada a caracteristica do tecido, sendo a
penetracdo menor em regides com maior queratinizacdo. Além disso, a absorcao
da droga pelo epitélio intacto seria menor do que por uma mucosa acometida por
lesdo, onde a integridade epitelial estd comprometida. Como a invasao tecidual da
Candida albicans é limitada & camada queratinizada do epitélio da mucosa oral®,
sugere-se que para tratamento da candidose bucal, a PDT com a aplicacdo topica
do fotossensibilizador poderia ser eficaz, visto que este € capaz de penetrar na
regido acometida pela infeccéo.

Outro aspecto que devemos comentar refere-se a capacidade de
degradacdo do FS quanto submetido a irradiacdo. Tanto na forma de solucédo
quanto no interior dos tecidos bioldgicos, os FS quando irradiados por uma fonte
de luz sofrem transformacdes quimicas em suas moléculas, o que altera as suas
propriedades espectrais (espectro de absorcéo e de fluorescéncia). Esse processo €
denominado fotodegradacdo ou fotoclareamento®. Em nosso estudo, a
biodistribuicdo do FS foi investigada tanto nos grupos que receberam apenas a
aplicacdo do FS quanto nos grupos em que a mucosa foi irradiada apds a
aplicagdo do FS. A fluorescéncia avermelhada emitida pelo Photogem® estava
presente apenas nos grupos que receberam a aplicacdo isolada do FS, enquanto
nos grupos submetidos a PDT, essa fluorescéncia apresentou-se reduzida, com cor
alaranjada. Tal fato pode ser explicado pela fotodegradacdo do FS. Além disso, é
importante ressaltarmos que a fluorescéncia somente pdde ser observada no
periodo de avaliacdo imediato, apds a terapia, tanto nos grupos submetidos apenas
ao FS quanto naqueles em que os animais foram submetidos a PDT. Essa
observacao permite-nos sugerir que apos a administracdo tdpica de Photogem®

nos tecidos, esse composto é eliminado pelo organismo durante as primeiras 24
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horas, ja que a fluorescéncia do Photogem® néo foi observada nesse periodo de
avaliacdo.

A Terapia Fotodinamica ndo deve causar efeitos adversos aos
tecidos normais. No entanto, alguns estudos demonstraram que a retencdo do

5885 acumulando-se em

fotossensibilizador ndo é limitada aos tecidos tumorais
tecidos alterados e normais, o qual podera promover efeitos adversos em tecidos
epiteliais sadios®. O mecanismo de retencdo depende principalmente da
capacidade de o FS penetrar ou ser retido nas células em proliferacdo ou
inflamadas, o que é propriedade caracteristica do FS utilizado®. Dessa forma, os
tecidos normais também poderdo ser susceptiveis aos danos induzidos pela PDT.
A eficacia da PDT e os seus efeitos adversos foram investigados por Nauta et
al.>’, em um estudo em mucosa palatina de rato com displasia epitelial induzida
utilizando o Photofrin (2,5 mg/Kg) associado a uma luz vermelha (625 nm) com
dose de 100 J/cm? e uma irradiancia de 60 mW/cm?® Apés a PDT, os autores
observaram regides de 0sso exposto na area acometida pelo tumor, bem como na
mucosa sadia adjacente. Entretanto, no presente estudo foi observado
macroscopicamente que a mucosa se manteve integra com aspecto de normalidade
semelhante ao do grupo controle em todos 0s grupos experimentais e periodos de
avaliacdo propostos. Em um animal submetido a PDT utilizando Photogem® na
concentracdo de 1.000 mg/L foi observado discreto eritema na mucosa. Essa
alteracdo provavelmente ndo esta relacionada ao tratamento realizado uma vez
que foi observada somente em um animal dos 20 avaliados. Tais resultados

também foram observados no estudo de Komerik et al.*!

, ém que nenhuma
alteracdo visivel na mucosa bucal dos animais apds a PDT com azul de toluidina
(TBO) e laser de 633 nm foi observada.

Microscopicamente, no grupo controle observou-se um tecido
epitelial intacto e uma organizacao equilibrada entre células, vasos e componentes
da matriz extracelular caracterizando a normalidade desse tecido conjuntivo.
Além disso, abaixo deste tecido conjuntivo normal, o tecido 6sseo apresentava-se
integro. Essas caracteristicas descritas também ocorreram em todos 0s grupos

experimentais e em todos os periodos de avaliagdo propostos. Porém, no periodo



de avaliacdo de um dia ap6s o tratamento, um animal do Grupo 2 apresentou
discreta reacdo inflamatoria limitada ao tecido conjuntivo subjacente ao epitélio, o
qual se manteve integro em toda sua extensdo. Essa alteragdo microscopica
também foi observada, ap6s 7 dias, em um animal em cada um dos Grupos 2, 3 e
5. Em funcdo do reduzido numero de animais apresentando discreta alteracédo
microscopica, e sua presenca inclusive no grupo controle, ndo € possivel
relacionar essa observacdo com os fatores envolvidos na PDT, como o
fotossensibilizador e a fonte de luz. Tal resultado corrobora os obtidos por de

Komerik et al.**

, em um estudo no qual utilizou azul de toluidina (TBO) e laser de
633 nm para a realizacdo da PDT. Os autores concluiram que, apesar de a
penetracdo do fotossensibilizador na mucosa ter sido constatada por meio da
microscopia de fluorescéncia, ndo foram observadas alteracdes microscopicas na
mucosa bucal dos animais. Por outro lado, Teichert et al.*® verificaram a presenca
de infiltrado inflamatério subepitelial na cavidade bucal de animais
imunossuprimidos apos a aplicacdo da PDT para inativacdo de Candida albicans,
utilizando o azul de metileno como fotossensibilizador (450 pg/mL a 500 pg/mL)
associado ao laser de diodo.

Segundo Rousset® (2000), a alteracdo que a PDT pode promover
nos tecidos depende da concentracdo do fotossensibilizador. Entretanto, no
presente estudo, o aspecto do tecido de todos 0s grupos experimentais foi
semelhante ao do grupo controle, e em todos os periodos de avaliacdo, tanto na
analise macroscépica quanto na microscopica. Assim, como no estudo de

Komerik et al.**

, heste estudo, 0 aumento da concentracdo de fotossensibilizador
ndo resultou na ocorréncia de possiveis efeitos adversos, sugerindo que a
promocdo de efeitos tdxicos pela PDT ndo foram concentracdo-dependente, ndo
sendo tdxicas aos tecidos bucais.

Embora a maioria dos estudos de PDT utilize o laser como fonte de
luz, no presente estudo foi utilizado o LED azul. Um estudo recente’ observou
que a luz LED vermelha apresentava efeito antimicrobiano semelhante ao obtido
pelo laser de He-Ne. Esses resultados corroboram os achados do estudo de Giusti

et al.*!, que concluiram que o LED em associac&o tanto com o Photogem® quanto
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com o TBO foi efetivo na reducdo bacteriana de S. mutans e L. acidophilus,
presentes na dentina cariada. Sendo assim, o LED é uma alternativa eficaz no
tratamento com PDT, ja que a taxa de remissdo de microorganismos ndo foi
inferior as das demais fontes de luz, atualmente empregadas. Com rela¢do aos
efeitos adversos, o0 LED possui maior espalhamento da luz no tecido bioldgico,
atingindo efeitos mais superficiais em relagcdo aos laseres. Além disso, a luz azul
(460 nm), por apresentar um comprimento de onda inferior ao da luz vermelha
(630 nm) possui menor penetracdo nos tecidos®, reduzindo as chances de
ocorréncia de possiveis efeitos adversos. Em nosso estudo, o efeito isolado da
aplicacdo do LED azul também foi avaliado e ndo se observou alteracdes teciduais
na mucosa palatina dos animais, o que corrobora as afirmacdes anteriores.

A aplicacdo do LED foi feita em contato com a mucosa palatina
para minimizar possivel reflexdo da luz e aumentar a quantidade de energia
absorvida pelo tecido. Segundo Danhof?® (2000) apud Gutknecht, Eduardo (2004)
apos a absorcdo da energia da luz laser pelo tecido, ocorre um processo de
transformacdo que gera duas formas de reacdo: calorica e acalorica. A reacdo
acalorica € responsavel por transformagdes bioquimicas relacionadas aos efeitos
analgésicos, antiinflamatérios e proliferativos, ou seja, aos efeitos de
biomodulacéo do laser. Ja a reacédo caldrica pode provocar efeitos diretos sobre os
tecidos adjacentes. Como o LED é uma fonte de luz com caracteristicas
semelhantes as do laser (porém ndo totalmente colimada e coerente), esse
mecanismo de interacdo luz-tecido também pode ser aplicado. Tendo em vista
essas consideragdes, pode-se especular que houve um aumento de temperatura no
tecido durante a aplicacdo do LED, gerando calor que poderia provocar uma
agressdo a mucosa. Portanto, um mapeamento térmico foi realizado para avaliar se
ocorreu variacdo na temperatura do tecido causada pela irradiacdo LED. Foi
verificado que houve um continuo, mas gradual aumento de temperatura ap6s a
aplicacdo do LED, e um aumento maximo de temperatura de 6°C, todavia
aumento nao suficiente para causar danos aos tecidos.

Os efeitos da PDT in vivo mais rapidamente detectaveis sdo de

natureza vascular’***. Associado ao dano na membrana celular causado pelas
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espécies reativas de oxigénio ha liberacdo de mediadores inflamatdrios e de
imunidade que sdo vasoativas (constritora ou dilatadora) e agem rapidamente. Tal
evidéncia sugere que essas substancias estejam envolvidas no desenvolvimento
dos danos vasculares causados pela PDT. Ja os efeitos tardios da PDT
normalmente observados sdo eritemas e edema agudos, necrose nos casos mais
severos, além de fotossensibilidade prolongada da pele***. Além disso, estudos
relataram que outro efeito tardio é a capacidade de cicatriza¢do do tecido apds o
dano induzido pela PDT. Gronlund-Pakkanen et al.** comprovaram essa
capacidade de cicatrizacdo dos tecidos quando efeitos adversos sdo causados pela
PDT e que a ocorréncia desses efeitos depende da dose de luz utilizada e da
concentracdo do fotossensibilizador. Dessa forma, a presenca de danos aos tecidos
guando submetidos a PDT e a sua irreversibilidade ndo constitui em uma regra.
No presente estudo, foram estabelecidos quatro diferentes periodos de avaliacdo:
imediatamente, 1 dia, 3 dias e 7 dias ap06s a terapia. O periodo imediato foi
estabelecido para a observacdo das possiveis alteracdes causadas pela PDT,
previamente a qualquer cicatrizacdo tecidual. Os demais periodos de avaliacédo
foram propostos para o0 acompanhamento da evolugédo da reparagéo tecidual, caso
uma possivel inflamacao tivesse sido provocada pela PDT. Tem sido relatado que
0s principais eventos de cicatrizagcdo ocorrem durante as primeiras 24 horas apds o
aparecimento da lesdo, atingindo uma maior evolucdo no 3° dia e ap6s o 5° dia.
Apos esse periodo, a neovascularizagdo € maxima e o tecido recupera sua
arquitetura, apresentando ceratinizagdo da superficie®. Portanto, em caso de
presenca de lesdo, poder-se-ia avaliar se tal injaria seria reparada em um curto
prazo. Porém, em nosso estudo, nenhuma alteracdo nos tecidos foi observada,
independente do periodo de avaliacdo.

De maneira geral, a efetividade antimicrobiana da PDT tém sido
amplamente investigada e comprovada, ndo existindo, entretanto, um consenso na
literatura quanto ao tipo de fotossensibilizador e a sua concentragdo, as fontes de
luz e as doses empregadas. Como descrito na literatura, efeitos adversos poderao
ocorrer dependendo dos parametros utilizados para a realizacdo do tratamento. No

presente estudo, a PDT, associando Photogem® ao LED azul, apresentou
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resultados promissores quanto a sua utilizagdo no controle de infecgdes bucais.
Além da auséncia de toxicidade, a penetracdo do fotossensibilizador se restringe
ao epitélio. Entretanto, estudos clinicos deverdo ser realizados para que a PDT

possa ser considerada uma alternativa para o tratamento dessas infecgdes.
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7 Conclusao

Os resultados deste estudo demonstraram que apesar de
fluorescéncia emitida pelo fotossensibilizador ter sido observada no epitélio da
mucosa palatina de rato, constatando a penetragdo do Photogem® no tecido,
nenhum dano significativo foi observado macroscépica e microscopicamente.
Esses resultados sugerem que a PDT utilizando Photogem® nas concentragdes de
500 mg/L e 1.000 mg/L associado ao LED (dose de 144 J/cm?) representa uma
alternativa de tratamento em potencial para ser empregada em infec¢bes bucais

localizadas.
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9 Apéndice 1

O projeto e protocolo de pesquisa referente a este estudo foi
encaminhado ao Comité de Etica em Experimentacio em animais (CEEA) da
Faculdade de Odontologia de Araraquara. O parecer emitido por esse comité esta

apresentado abaixo:




Autorizo a reproducéo deste trabalho.

(Direitos de publicacéo reservado ao autor)

Araraquara, 16 de marco de 2009.

FLAVIA ZARDO TRINDADE
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