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Uso do aumento da temperatura na superficie para
promover o aumento da producao da PpIX no tecido

Mirian D. Stringasci, Hilde Harb Buzz4 e Vanderlei Salvador Bagnato

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

A terapia fotodindmica tépica comumente utiliza o 4cido aminolevulinico
ou o0 aminolevulinato de metila como agentes precursores da protoporfirina
IX (PpIX), um fotossensibilizador enddégeno presente em pequenas
quantidades na célula. Estudos vem sendo realizados utilizando alteragéo
da temperatura na superficie da pele para aumentar a producio da PpIX
no tecido, um fator limitante do tratamento. Nestes estudos foi verificado
que temperaturas mais elevadas influenciam principalmente no aumento
da permeacdo do precursor no tecido. O wuso de agentes
termogénicos/vasodilatadores também se mostrou eficaz, aumentando
tanto a quantidade quanto a profundidade da PpIX presente no tecido. Os
resultados se mostraram  promissores, podendo favorecer o
desenvolvimento de novos protocolos clinicos que permitam tratar lesdes
mais espessas e, até mesmo, diminuir o periodo de incubacgio do creme,

aumentando o conforto do paciente e favorecendo a rotina ambulatorial.
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1 Introducao

O acido aminolevulinico (ALA) e 0 aminolevulinato de metila (M-ALA)
sdo comumente usados no tratamento tépico de lesbes de pele nao
melanoma utilizando terapia fotodinamica (TFD). ALA e M-ALA ao serem
aplicados sobre o tecido, penetram nas células, participam da biossintese
do grupo heme e estimulam maior formacao de protoporfirina IX (PpIX)
que se acumula preferencialmente em tecidos anormais. A PpIX é um fotos

sensibilizador enddgeno presente em pequenas quantidades nas
células. [1, 2]

A permeacio cutanea do ALA ou M-ALA, assim como os longos
tempos necessarios de incubacio para producio de PpIX suficiente para o
tratamento sdo fatores limitantes da técnica. E necessrio um periodo de
incubacdo de cerca de 3 horas para que a PpIX produzida atinja até 2 mm
de profundidade no tecido. Ainda assim, as heterogeneidades do tecido
fazem com que a PpIX seja produzida de maneira ndo uniforme, de forma
com que porgoes de tecido ndo contenham fotossensibilizador e o
tratamento possa ser prejudicado. [3, 4]

Existem relatos que o aumento da temperatura do tecido pode
favorecer a permeacdo do farmaco, além de aumentar o metabolismo
celular acelerando o processo de producido da PpIX nas células. Desta
forma, o aquecimento do tecido a ser tratado pode melhorar a eficacia da
PDT em muitos aspectos, especialmente em A4reas do corpo que
apresentam temperaturas mais baixas naturalmente, como as
extremidades. [5, 6] O aumento de temperatura também provoca a
dilatacdo dos vasos sanguineos da regido, aumentando desta forma o
aporte sanguineo e, consequentemente, o abastecimento de oxigénio ao
tecido. O Oxigénio é um elemento fundamental para que ocorra a acgao
fotodinamica e, garantir que mais de suas moléculas cheguem ao tecido, é
outra forma de favorecer a eficiéncia do tratamento. [7, 8]

Existem agentes termogénicos e/ou vasodilatadores comumente

utilizados em tratamentos tépicos. O mentol é um vasodilatador que
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possul também efeito analgésico, o que poderia aliviar a sensacio de dor
frequentemente reportada pelos pacientes e que vem sendo um fator
limitante para aceitagdo da TFD. [9, 10] O uso do mentol em produtos
cosméticos é autorizado pela ANVISA na concentragdo maxima de 1%. [11]
O nicotinato de metila (NM) é outro vasodilatador que vem sendo utilizado
em formulagbes topicas para favorecer maior penetragdo na pele. [12] A
ANVISA permite o uso na concentracdo maxima de 0,5%. [13] O gengibre é
considerado um agente termogénico de origem natural e sem
contraindicagoes. [14]

Varios estudos tém sido realizados no Instituto de Fisica de Séao
Carlos utilizando modelo animal para explorar técnicas eficazes para
aumentar e acelerar o processo de producdo da PIX alterando a
temperatura na superficie do tecido, por meio de instrumentos fisicos e por

uso de agentes termogénicos incorporados no creme.

2 Alterando a temperatura do tecido para aumento da producao

da PpIX

Foi realizado um estudo em modelo de pele de rato sadio testando o
resfriamento/aquecimento do tecido tanto antes quanto apds a aplicagéo de
creme contendo ALA/M-ALA 20%. A condicio de
resfriamento/aquecimento previamente a aplicacdo do creme permitiu
demonstrar se a alteracdo de temperatura da superficie tem efeito na
permeacdo do farmaco. A condicdo de resfriamento/aquecimento
imediatamente apds a retirada do creme permitiu observar se a alteracio
da temperatura influencia no metabolismo celular no processo de producio
da PpIX. [15]

Foi utilizado um equipamento peltier em contato com a pele do
animal para resfriamento (em 20 °C) ou aquecimento (em 40 °C). As

condic¢bes experimentais utilizadas estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Condi¢des experimentais utilizadas no estudo.

Imediatamente antes da Periodo de Imediatamente apos a
aplicacido do creme incubacio aplicacio do creme
Resfriamento (20 °C) / Creme contendo

aquecimento (40 °C) da pele ALA/M-ALA por

por 15 minutos 30 minutos
Creme contendo Resfriamento (20 °C) /
ALA/M-ALA aquecimento (40 °C) da
por 30 minutos pele por 180 minutos
Creme contendo
ALA/M-ALA

por 30 minutos

Foram adquiridos espectros de fluorescéncia para diferentes tempos
de incubacdo (0, 1, 2 e 3 horas) e, imediatamente apds os periodos de
incubacio, os animais foram eutanasiados e um fragmento de tecido foi
retirado e foi obtida imagem de fluorescéncia utilizando um microscépio

confocal. Alguns exemplos estdo demonstrados na Figura 1.

superficie
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Figura 1. Dados obtidos da pele apdés 2 horas de incubac¢io do creme M-ALA 20%

associado com NM 0,5%. (a) Espectro de fluorescéncia. Dentro do circulo preto esta

o pico caracteristico da PpIX emitido em 630nm; (b) imagem de microscopia

confocal, a fluorescéncia verde é caracteristica da autofluorescéncia do tecido,

enquanto a vermelha é caracteristica da PpIX.

A fluorescéncia verde (pico em 500 nm) observada tanto no espectro
de fluorescéncia quanto na imagem por confocal é caracteristica da

autofluorescéncia do tecido, enquanto a fluorescéncia vermelha (pico em
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630 nm) é caracteristica da PpIX. [16]

Através dos resultados obtidos no estudo foi observado que tanto o
aumento quanto a diminui¢do da temperatura durante longos periodos
apds a incubacio do creme de ALA ou MAL causou melhora na producio
de PpIX. A maior produgdo de PpIX foi observada na condi¢do em que o
tecido foi aquecido previamente 4 incubacdo do creme, favorecendo sua
penetracao.

No entanto, este estudo utilizou grandes variacgées de temperatura. A
temperatura natural da superficie da pele dos ratos é cerca de 32 °C, sendo
que foram refrigeradas a 20 °C ou aquecidas a 40 °C. Entdo, foram
conduzidos novos estudos utilizando agentes termogénicos incorporados ao

creme a fim de obter aumentos de temperatura mais discretos.

3 Uso de agentes termogénicos/vasodilatadores incorporados ao

creme ALA/M-ALA

Este estudo também foi realizado em modelo de pele de rato sadio. Os
agentes mentol (1%), NM (0,5%) e gengibre (5%) foram incorporados aos
cremes contendo ALA/M-ALA 20% e ficaram incubados por 3 horas. [17]

Através dos espectros de espectroscopia de fluorescéncia foi verificado
que o0 NM incorporado ao M-ALA aumentou a producio de PpIX em cerca
de 50% apods 180 minutos de incubacdo. Todos os agentes (mentol, NM e
gengibre) incorporados ao ALA aumentaram a producido de PplIX nas 2
primeiras horas de incubacio, porém, em 3 horas a PplIX produzida foi
equivalente. Nas imagens de confocal dos fragmentos de pele dos animais
verificou-se que os tecidos que receberam os cremes contendo agentes
termogénicos apresentaram fluorescéncia vermelha, caracteristica da
PpIX, mais intensa e mais predominante se comparado aos tecidos que
receberam os cremes contendo apenas ALA/M-ALA.

Devido os resultados promissores observados do NM 0,5% incorporado
ao creme M-ALA 20%, um novo estudo foi realizado. Neste foi

demonstrado in vitro que a concentragio de 0,5% de NM néo é citotoxica
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as células saudaveis, além de demonstrar o efeito vasodilatador da

substancia em modelo de membrana coreoalontéica (Figura 2). [18]

Figura 2. Imagens de modelo de membrana coreoalontdica (a) incialmente e (b)
apds 15 minutos de incubagio com NM 1%.

Na Figura 2, podem-se observar vasos de ovo de galinha apds 15
minutos de incubag¢ido com MN 1 %, no circulo preto é possivel observar
pequenos vasos que se romperam devido a dilatacdo promovida pelo MN.
Neste estudo também foi aplicada a TFD nos tecidos previamente
incubados com os diferentes cremes e, através de andlise visual das
crostas (Figura 3) e das laminas histoldgicas, foi observado que os danos
mais severos foram apresentados nos grupos que receberam NM associado
ao creme M-ALA 20%.

Figura 3. Exemplos do aspecto visual dos tecidos ap6s tratamento de TFD usando
(a) apenas M-ALA 20% e (b) M-ALA 20% associado com NM 0,5%.

Estes estudos sdo promissores e podem favorecer os protocolos clinicos

aumentando a profundidade da produgdo de PpIX no tecido permitindo
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que lesGes mais espessas sejam tratadas e, além disso, pode tornar-se

viavel para a diminui¢do do tempo de incubacio do creme, aumentando o

conforto do paciente e favorecendo a rotina ambulatorial.
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