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RESUMO

Primo, F. L. Processos fotodinamicos para bioestimulagdo tecidual em modelo
in vitro de pele humana empregando-se laser de baixa poténcia e cloro
aluminio ftalocianina em nanoemuls&o. 2009. 169f. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séo Paulo, Ribeirao
Preto, 2009.

Este trabalho de tese de doutorado baseia-se em um desenvolvimento cientifico
amplamente multidisciplinar combinando-se protocolos, técnicas e ensaios
experimentais da area de tecnologia farmacéutica, nanotecnologia, engenharia
tecidual e fotobiologia. O trabalho foi realizado em duas etapas subsequentes.
Primeiramente realizaram-se os estudos de desenvolvimento e caracterizacdo de um
sistema de veiculacao de farmacos, o qual foi amplamente avaliado a partir de testes
fisico-quimicos e ensaios de citotoxidade in vitro em cultura de fibroblastos
humanos. Na sequencia realizaram-se estudos fotobioldgicos combinando-se a
aplicacdo de luz laser de baixa poténcia e farmaco fotossensivel nanoestruturado
com modelos teciduais, para avaliagdo da resposta biolégica ao fotoestimulo. Para
se mimetizar ao maximo as condig¢des in vivo, construiu-se com sucesso um modelo
tridimensional in vitro de pele humana, o qual se apresentou como uma ferramenta
ideal para se avaliar a resposta fotobiolégica apdés a indugdo de processos
fotodindmicos. Avaliou-se também o emprego dos equivalentes dermais como
sistemas alternativos em testes de permeacido e retencdo cutdnea in vitro. Os
resultados obtidos foram promissores, auxiliando na compreensdo dos mecanismos
de interac&o dos processos fotodinamicos com a matriz extracelular em combinagéo
com a engenharia tecidual, mimetizando assim as condigdes in vivo da pele humana.
Foi possivel estabelecer também as bases para novos protocolos disponiveis para
testes dermatolégicos envolvendo produtos do segmento farmacéutico,
cosmecéutico e areas correlatas.

Palavras-chave: Processos Fotodindmicos, Nanoemulsao, Ftalocianina, Fibloblastos,
Equivalentes Dermais.



ABSTRACT

Primo, F. L. Photodynamic Process for tissue biostimulation on in vitro human
skin model using low-intensity laser and chloroaluminium phthalocyanine
nanoemulsion. 2009. 169f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

This work of doctorate thesis bases on a scientific development thoroughly
multidiscipline combining protocols, techniques and experimental assays of the
pharmaceutical technology, nanotechnology, tissue engineering and photobiology.
The work was accomplished in three subsequent stages. Firstly were carried out
studies and characterization of a drug delivery system with nanotechnology, which
was evaluated thoroughly starting from physical-chemical tests and assays of
cytotoxicity in human fibroblast culture. In the sequence were carried photobiological
studies combining the application of low-intensity laser and nanosized
photosensitizers with tissue models, for evaluation of the biological photostimulation.
In mimetic conditions it was developed an in vitro three-dimensional human skin
model, as tool to evaluate the photobiological response after the induction of the
photodynamic processes and also as alternative for in vitro assays of drug
permeation/retention. Results were promising, aiding in the understanding of
interaction of extracellular matrix with photodynamic processes. Therefore, the work
was based in combination of techniques with application in dermatology,
pharmaceutical process, cosmetics and correlate areas.

Keywords: Photodynamic Process, Nanoemulsion, Phthalocyanine, Fibroblasts,
Dermal Equivalents.



| — Introducao

1.1 — Cicatrizacéo

A habilidade do corpo para restabelecer sua integridade subsequente a dano
€ essencial para a manutencdo da vida, reconstituindo estruturas danificadas e
restabelecendo as func¢des celulares e teciduais. A cura de feridas ou o processo de
cicatrizacdo € uma resposta organizada e complexa do organismo aos danos
ocorridos no tecido apos a perda de sua integridade (AMADEU et al., 2003; SINGER
e CLARK, 1999).

A cicatrizacdo € um processo complexo durante o qual o organismo tenta
reconstituir os tecidos danificados por uma causa externa (um acidente, uma
cirurgia, uma doencga, etc.) restabelecendo sua completa funcionalidade. Este
processo tende, na maioria das vezes, a uma reparagcao satisfatéria quanto ao

aspecto externo da lesdo, e quanto a fungao primaria do tecido ou érgao afetado.



Entretanto, raramente se observa uma regeneracdo que restabeleca
completamente toda a arquitetura e a fisiologia do tecido ou érgao afetado (SKOPIN
e MOLITOR, 2009; SOUSA et al., 2009; AL WATBAN, 2009; FERREIRA et al., 2009;
MALGRANGE, 2008; BOUKERROU et al., 2008).

O essencial no processo de cicatrizacado é a regeneracgao do tecido conjuntivo
e a constante demanda de troca de informacao e contato entre todos os tipos de
células e sinalizadores quimicos envolvidos neste processo. Nos casos especificos
de reparagcao de danos cutineos, os queratinécitos, as células endoteliais, os
fibroblastos e os neutrdfilos (células inflamatérias) comunicam-se frequentemente
através de contatos diretos células—células, mas principalmente por intermédio de
citoquinas (ou citocinas) e outros mediadores quimicos. Estes contatos necessitam
sem duvida da presenca da matriz extracelular indispensavel para se promover as
interagbes intercelulares em nivel molecular (LIPKA e BORATYNSKI, 2008;
SEGUIER et al., 2001; VAALAMO et al., 1997; COULOMB et al., 1983b).

Diferentes classificacdes didaticas sao utilizadas para facilitar o entendimento
de um processo totalmente dindmico e com fases tdo interdependentes como a
cicatrizagdo. Existem autores que consideram trés estagios basicos no processo de
cicatrizagdo: inicialmente um estagio inflamatério, seguido por uma fase de
proliferacdo e finalizando com o reparo tecidual em um estagio de remodelagao.
Entretanto, certos autores classificam de uma forma mais completa dividindo o

processo em cinco fases principais (MANDELBAUM et al., 2003), destacando-se:



1 — coagulagéo;

2 — inflamacgao;

3 — proliferacéao;

4 — contracao da ferida;

5 — remodelacgao.

1.1 — Fase de coagulacao

O inicio desta fase é imediato, logo apds o surgimento da ferida. Essa fase
depende da atividade plaquetaria e de uma cascata de eventos envolvidos no
processo de coagulagdo. Ocorre a liberagdo de sinalizadores quimicos como,
substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores de crescimento e proteases que
controlam indiretamente o desencadeamento de outras fases do processo cicatricial.
A formacéo do coagulo serve ndao apenas para auxiliar no fechamento das bordas
das feridas, mas também para permitir o inicio da formagao da rede de fibronectina,
oferecendo uma matriz provisoéria, em que os fibroblastos, células endoteliais e

queratinécitos possam se difundir pela regido lesada (CLARK, 1985).

1.1.2 - Fase inflamatoéria

A ruptura do endotélio e exposicao do sub-endotélio ativam as plaquetas que
expressam um conjunto de moléculas de adesdo e um conjunto de elementos
matriciais, como os fatores de Von Willebrand, a vitro-nectina e o colageno
(JIMENEZ e JIMENEZ, 2004).

A ativacdo das plaquetas favorece a agregacao das mesmas por formar o
bloco plaquetério (corpusculo branco) associado a secregdo dos seus granulos. De

maneira concomitante tem-se inicio o processo de coagulagao iniciado pela redugao



da solubilidade das fibrinas, (apds a clivagem do fibrinogénio pela trombina). Este
trombo de fibrina ao qual se adiciona a fibronectina plasmatica leva a estabilizagao
do agregado plaquetario, ao qual se incorporam diferentes elementos séricos como
os leucdcitos, e os glébulos vermelhos.

A liberagado de fatores quimiotaticos pelas plaquetas (como PDGF, TGF-j3,
etc), permite a invasao dentro desta matriz temporaria, dos neutrofilos polinucleares
e pelos mondcitos e macréfagos. Além do seu papel de contengao, estas células
(mais particularmente os macrofagos) liberam todos os fatores quimiotaticos no local
da ferida. Esta secrec¢éo induz a chegada de novos macrofagos e linfécitos do tipo T
e também a migracdo para esta matriz temporaria de fibroblastos oriundos dos
tecidos conjuntivos circunvizinhos (DIPIETRO, 1995).

O processo de cicatrizacao entra, entdo, na fase de proliferacdo dominada
pelo processo de migracao e proliferacdo das células mesenquimatosas, associada
a sintese de uma nova matriz extracelular temporaria, indispensavel ao processo de
angiogénese (LIPKA e BORATYNSKI, 2008; SEGUIER et al., 2001; VAALAMO et

al., 1997; COULOMB et al., 1983b).

1.1.3 - Fase Proliferativa

O tecido neo-formado que substitui as primeiras matrizes temporaria,
constituidas pelo corpusculo vermelho, € chamado de tecido de granulagao.
Novamente os macréfagos presentes tem um papel essencial na secrecdo de
fatores de crescimento e de citoquinas (TNF-a, TGF-B, IL-18, PDGF) capazes de
promover a angiogénese, a proliferacao de fibroblastos e a sintese de colageno
(DIPIETRO, 1995). Os fibroblastos que invadem o tecido de granulagao adquirem

fendtipos de miofibroblastos contrateis. Estes miofibroblastos expressam a a-actina



(GABBIANI, 1994), e contribuem para a aproximacado das bordas da ferida por
contragdo do tecido de granulagdo. Nesta fase observa-se a sintese precoce de
colageno e de fibronectina (KOYAMA et al., 1996; GAILIT e CLARK, 1994).

Esta fase é marcada também por uma intensa neo-angiogénese. As
formacbes de capilares a partir dos vasos danificados que circundam o ponto da
lesdo. Esta neo-angiogénese é facilitada pela baixa quantidade de acido hialurénico
depositado.

Paralelamente a esta fase, ocorre dentro dos tecidos conjuntivos, uma intensa
atividade. A exposigao dos tecidos conjuntivos sub-epiteliais e a destruicdo da
membrana basal, induzem a migracdo e a proliferacdo de células epiteliais
(usualmente apds as primeiras horas do dano tecidual). Em contato com um
ambiente nao habitual, composto essencialmente por colageno do tipo |, as células
epiteliais das bordas da ferida expressam em sua superficie integrinas e proteases,
0 que permite a migracdo de novas células para esta nova matriz extracelular
(LIPKA e BORATYNSKI, 2008; SEGUIER et al., 2001; VAALAMO et al., 1997;
COULOMB et al., 1983b).

No epitélio normal, as integrinas a6p4, que sao proteinas e peptideos
mediadores e reguladores bioquimicos do processo de interagao celular, permitem a
adesdo da laminina-5 e outros aminoacidos e proteinas do meio extracelular. No
epitélio cicatricial estas integrinas estao dispersas ao longo da membrana plasmatica
enquanto que inumeras outras integrinas do tipo a2p1, encontram-se nas regides
basais favorecendo o contato direto com as moléculas que sao capazes de
reconhecé-las. Sob as influéncias dos fatores de crescimento, como o FGF-7 (KGF)

(secretados pelos fibroblastos), ocorre a indugéo e a reforma do epitélio, fato este



observado entre o 7° e 8° dias apds o dano inicial (MANDELBAUM et al., 2003;
DIPIETRO, 1995; GAILIT e CLARK, 1994).

Acredita-se que nesta fase, de intensa atividade celular, o processo de foto-
estimulagdo possa desempenhar um papel decisivo e modulador da resposta celular

(PRIMO et al., 2008b; SILVA et al., 2004).

1.1.4 — Fase de contracao

Esta fase é caracterizada pelo movimento centripeto das bordas da ferida
(espessura total). Uma ferida de espessura total tem contragdo mesmo quando ha
enxertos, que diminuem em 20% o tamanho da ferida. O efeito de contragado pode
reduzir em até 60%, aproximadamente, a area de superficie do defeito cutaneo

(STEGMAN e TROMOVITCH, 1982).

1.1.5 - Fase de remodelagem

Esta ultima fase pode levar varios meses; a qual € caracterizada
essencialmente por uma remodelagem do tecido conjuntivo e a formagao da cicatriz.
O tecido de granulagéao desaparece dando lugar ao tecido conjuntivo fibroso (cicatriz
definitiva) (GAILIT e CLARK, 1994).

As fibras muito finas de colageno que caracterizam o tecido de granulagao
evoluem nesta fase para alcancar o didmetro equivalente as fibras recuperadas,
presentes em uma derme intacta, enquanto que os espacos interfibrilares diminuem.
Este aumento no didmetro das fibras esta relacionado diretamente a resisténcia final
dos tecidos neo-formados em relagdo as forgcas de tragdo (DOILLON et al., 1985).
Embora esta resisténcia se aproxime do tecido original, a mesma nunca alcangara

0s niveis de derme nao lesada.



A maioria dos vasos capilares formados desaparece € a maior parte de
miofibroblastos tem diferenciacdo terminal, que conduzem a sua morte
(DESMOULIERE et al.,, 1995). Este tecido evoluira por varios meses até que
apresente as caracteristicas de um tecido de substituicdo, que embora nao
apresente o aspecto de uma pele intacta, oferecem resisténcia necessaria as forcas
mecanicas exercidas pelo ambiente externo.

Esta sequéncia de eventos traduz, de uma forma simplificada, a
complexidade do processo cicatricial, o qual pode ser visualizado no Esquema 1 a

sequir.
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Esqguema 1 — Fases sequenciais do processo de cicatrizacdao (BEANES et al.,

2003).

Fernando Lucas Primo



1.2 - Papel das Proteases Matriciais durante o processo de
cicatrizacao

As metaloproteases de matriz (MMP) sdo denominadas como endopeptidases
dependentes de calcio, que contém zinco, estrutural e funcionalmente relacionadas
umas as outras (BODE e MASKOS, 2003). A familia das MMP contém mais de 20
membros descritos na espécie humana, as quais sao divididas em subfamilias
devido a organizagdo dos dominios e as especificidades do substrato (OVERALL e
KLEIFELD, 2006).

Numa classificagdo geral, as MMP sdo enzimas extracelulares (exceto as
MMP de membrana celular — MT-MMP), secretadas na forma de proenzimas. Todas
as MMP s&o enzimas com multidominios, contendo os dominios propeptidicos,
dominio catalitico e dominio hemopexina. A presenga de um residuo de cisteina
altamente conservado entre todas as MMP ¢ essencial para manter a enzima na sua
forma inativa. O grupamento sulfidril desse residuo de cisteina é ligado ao ion zinco
do dominio catalitico, sendo que a interrup¢ao desta interacédo leva a ativagdo da
enzima.

A principal fungao das MMP é promover a degradagao da matriz extracelular.
Entretanto, estudos recentes demonstram que seus alvos proteoliticos especificos
tém sido expandidos para varias outras proteinas extracelulares, incluindo uma
variedade de outras proteases, inibidores, fatores de coagulagdo, moléculas
quimiotaticas, fatores de crescimento, proteinas ligantes de fatores de crescimento,
receptores de superficie celular e moléculas de adesdo (MCCAWLEY e MATRISIAN,
2001). Dessa forma, as MMP podem influenciar diversas propriedades celulares

como crescimento, morte e migracdo (COUSSENS et al., 2002).
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Pode-se observar que diferentes tipos de matrizes extracelulares se sucedem
desde o dano tecidual até o final do processo cicatricial. Esta sucessao implica em
um elaborado programa de sintese que permite variagdes qualitativas e quantitativas
das matrizes extracelulares necessarias, ndo somente, ao processo sequencial de
cicatrizagdo, mais também a uma remodelagem intensa durante a fase proliferativa,
na qual estdo envolvidas varias familias de proteases, dentre as quais se destacam

as matriz-metaloproteases (MMP) (MURPHY e NAGASE, 2008).

1.2.1 - Expressédo espaco-temporal das proteases matriciais e seus inibidores
durante o processo de cicatrizacao

E devido & presenca das proteases matriciais dentro das matrizes temporarias
que, inicialmente, os leucdcitos podem liberar seus granulos e desencadear todo o
processo cicatricial. Assim, as proteases de serina agem sobre a catepsina, elastase
leucocitaria ou sobre as metaloproteases matriciais, como a MMP-8 (colagenase do
tipo 2), a MMP-9 (gelatinase do tipo B) ou a MMP-12 (elastase macrofagica).

De maneira concomitante, as células residentes (queratinécitos, células
endoteliais, e fibroblastos) participam de sucessivas transformagdes qualitativas da
matriz extracelular enquanto expressam proteases.

As MMP e seus inibidores teciduais (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases -
TIMP) podem ser reagrupados de acordo com sua localizagéo tissular e a sua
atividade bioldgica. Na Figura 1 apresentamos de forma geral a classificagéo
bioquimica das MMP.

O primeiro grupo consiste na familia da MMP-1 (colagenase do tipo 1), na

MMP-10 (estromelisina 2) e o TIMP-1. A expressdo dessas moléculas inicia-se
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algumas horas depois do dano tecidual, alcangando-se um maximo entre o 1° e 2°
dia, seguido de um decréscimo rapido.

A MMP-2 (gelatinase do tipo ), o complexo MT-MMP-1 (MMP de membrana),
e o TIMP-2 sao expressos em nivel basal na derme normal. Com o final da fase
inflamatdria, observa-se um aumento sequencial da expressao dos inibidores
TIMP-2 (24 horas) e depois do complexo MT-MMP-1 (2 dias apds), e finalmente da
MMP-2 (3 dias apds sua detecgao inicial). Todo processo é reflexo da intensa
atividade observada no tecido de granulagéo (SOO et al., 2000; OKADA et al., 1997;
VAALAMO et al., 1996). Sdo detectados altissimos nivel de concentragdo destas
moléculas ao longo da fase de maturagao dos tecidos cicatriciais (SOO et al., 2000;
OKADA et al., 1997; AGREN, 1994).

A MMP-7 (matrilisina) € normalmente detectada nos tecidos cutaneos na sua
forma sub-expressa durante a formacéao tecidual granular e na fase de maturagéo.
Sua expressao esta associada ao desenvolvimento do epitélio granular (glandulas
sudoriparas) (SOO et al., 2000).

Em camundongos, observa-se que o inibidor TIMP-3 esta fortemente
expresso em tecidos saudaveis. Esta expressao parece aumentar significativamente
somente no término de reconstituicao do epitélio (SOO et al., 2000). Em humanos,
entretanto, uma expressao significante do TIMP-3 é detectada entre o 3° e 5° dias
pods-trauma (o mesmo acontece para o TIMP-1 e as células epiteliais adjacentes na
frente de migracao (VAALAMO et al., 1997).

A MMP-3 (estromelisina 1) é expressa pelos queratindcitos, bem como por
alguns fibroblastos sub-adjacentes (PARKS, 1999; OKADA et al., 1997).

A MMP-9 é segregada desde as primeiras horas apds o dano tecidual pelas

células inflamatdrias e por algumas células estromais. Sua expressao distingue-se
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da MMP-2, por diminuir rapidamente durante o desenvolvimento do processo

cicatricial (BULLEN et al., 1995; AGREN, 1994).



Estruturase classificacao das Metaloproteases (MMP)

dominio hemopexina: MMP-1; MMP-3; MMP-8;
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S
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Figura 1 - Estrutura e classificagdo das metaloproteases matriciais (MMP).
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1.3 — Processos Fotodinamicos

Nas ultimas décadas o interesse pelo uso de laser de baixa poténcia e/ou
outras fontes luminosas nas areas da saude humana vem crescendo
exponencialmente, com aplicacbes terapéuticas na area de reparo tecidual e
cicatrizagao, para efeito analgésico e anti-inflamatério, na eliminagao de depressoes
cutdneas e na reducdo da atividade anti-bacteriana, entre outras aplicabilidades
(SIMIONI et al., 2009; PRIMO et al., 2008b; ALMEIDA-LOPES, L., 1999; TAM, 1999;
RIES e SPEYER, 1996; BASFORD, 1995; OKAMOTO et al., 1992; BAXTER et al.,
1991; KARU, 1989; MESTER e MESTER, 1986; MESTER et al., 1985; STEGMAN e
TROMOVITCH, 1982).

Por muito tempo utilizaram-se os Processos Fotodindmicos (PFD) no
tratamento certos tipos de cancer nao pigmentado, com resultados promissores
obtidos em estudos clinicos no Brasil e em inumeros paises no mundo (PRIMO et
al., 2007a; PRIMO et al., 2007b; SOUZA et al., 2005; TEDESCO et al., 2003a;
BONNETT, 2000; TEDESCO et al., 1997; ASH e BROWN, 1993; DOUGHERTY,
1993; GOFF et al., 1992; JORI, 1990; DOUGHERTY, 1984).

A eficiéncia dos PFD deve ser atribuida a versatilidade e simplicidade do
método, baseando-se na combinagdo de um farmaco fotossensivel e luz visivel
(geralmente do tipo laser ou diodo-laser), que sao relativamente inofensivos por si
s6, mas que quando combinados, em presencga de oxigénio moleular, induzem aos
PFD (CASTANO et al.,, 2007; CASTANO et al., 2004); caracterizados por uma
sucessao de eventos bioldgicos, incluindo fototoxicidade, dano vascular e resposta
do sistema imunoldgico ou fotoestimulacdo e laser-terapia quando modulados a
baixa poténcia em comprimentos de ondas adequados (PRIMO et al.,, 2008a;

SOBOLEV et al.,, 2004; TEDESCO et al.,, 2003b; FOOTE, 1991; GOMER, 1991,
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BONNETT e BERENBAUM, 1989; KARU, 1989; KARU, 1988; MESTER et al., 1985;

DOUGHERTY, 1984).
A interacao de luz monocromatica e farmaco fotossensivel induz a uma série
de processos fotofisicos e fotoquimicos em niveis quanticos, decorrente da interagao

da radiagao eletromagnética com a matéria, os quais sdo detalhadamente ilustrados

no diagrama de Jablonski (Figura 2).

Transferéncia de
E i
@T nergia

||- FOTOSSENSIBILIZAGAO
Tipe I ou II

T,

relaxagdo rdpida
(ndo radioativo)

A cruzamento

infer-sistemas

K[FL transigdes radioativas

S,

Figura 2 — Diagrama de Jablonski simplificado, ilustrando as transigdes eletrbnicas
que dao origem aos mecanismos fotodindmicos de fotossensibilizagdo molecular.
®r: rendimento quantico de fluorescéncia; ®r: rendimento quéntico de triplete; ®sc:
rendimento quéantico de cruzamento inter-sistemas; ®,c: rendimento quantico de
conversao interna; ®a: rendimento quantico de oxigénio singlete; Kg: constante de
supressao por fluorescéncia; Kp: constante de supressao por fosforescéncia; So:

estado singlete fundamental; S+: estado singlete excitado.
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A metodologia baseia-se na administragao sistémica, transdérmica ou topica
de um farmaco fotossensivel (normalmente na presenga de um sistema de liberagéo
de farmacos especifico) seguido por ativagdo com luz monocromatica (DE ROSA et
al., 2003; SHARMAN et al., 1999). Os farmacos fotossensiveis utilizados em PFD
sao compostos que absorvem a energia luminosa em comprimentos de ondas
especificos induzindo a formagdo de estados excitados. Apds seguirem um
complexo mecanismo de reacgdes fotoquimicas classicas (FOOTE, 1991), levam a
producao de espécies reativas de oxigénio e outras espécies ativas no processo
fotodinamico (NUNES et al., 2004; SOBOLEV et al., 2004; GOMES, A. J., 2003;
TURCHIELLO et al., 2003; BONNETT, 1995; GOMER, 1991; DARWENT, 1982).

Apods a absorcao de um féton de luz, o farmaco fotossensivel passa a popular
um estado eletrénico singlete excitado mais energético (S,), podendo retornar ao
seu estado fundamental (Sp) via processo de relaxacdo fisica conhecido como
conversao interna ou através de processos radiativos de emissao de fluorescéncia.
As propriedades fluorescentes dos farmacos fotossensiveis sao uteis na
visualizagao, localizagao e delineagao de lesdes malignas, favorecendo a utilizagéo
de diversas técnicas espectroscopicas modernas para obtencao de diagndsticos por
imagem, entre outras aplicagbes (SHARMAN et al., 1999; STERNBERG et al., 1998;
STILMAN, 1989).

Uma alta populagao do estado singlete excitado dos farmacos fotossensiveis
pode dar origem ao estado triplete excitado (inversdo da orientagcéo vetorial do spin
eletrbnico), com conformagao eletrbnica e energia discretamente menor que o
estado excitado singlete e com tempo de vida mais longo (10° & 10 segundos). A

acao fotodindmica €& dependente do processo de cruzamento inter-sistemas,
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responsavel pela formagcao do estado triplete excitado a partir do estado singlete
excitado.

Os farmacos fotossensiveis mais eficientes devem possuir necessariamente
um alto rendimento quantico de conversdo para o estado triplete excitado e por
consequéncia tempos de vida na ordem de micro-segundos. A partir do estado
triplete excitado, o farmaco fotossensivel pode retornar diretamente ao estado
fundamental pelo processo de conversao interna ou através do processo radiativo de
emissao de fosforescéncia (LAKOWICZ, 1999).

O farmaco fotossensivel no estado excitado triplete pode entdo desencadear
interagcdes fotoquimicas elucidadas basicamente por dois mecanismos distintos
(FOOTE, 1991).

O mecanismo do Tipo | envolve a abstragdo de um atomo de hidrogénio ou
reacoes de transferéncia de elétrons entre o farmaco fotossensivel no estado triplete
excitado e diferentes macromoléculas bioldgicas, levando a formacao de radicais
livres e/ou ions radicais. Poucos materiais bioldgicos apresentam facilidade de
fotoredugao (por exemplo, quinonas e citoquinonas) em processos nos quais temos
a oxidacdo do composto a cation radical-n e o substrato reduzido. As espécies
reduzidas podem transferir um elétron ao oxigénio molecular presente no meio (em
sua configuracédo triplete), formando espécies reativas de oxigénio como peroxidos
de hidrogénio, anion superoxidos, etc. Este mecanismo de fotossensibilizagdo €

conhecido como sendo do tipo |, sendo esquematizada a seguir.
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Mecanismo de fotossensibilizacdo do Tipo | — Reacdes redox com

biomoléculas

OF L, F _, 3F
%F + S — F** + S™ (transferéncia de energia)
S*+°0;, » S+ 0y — HO® + HO®

Sendo F = farmaco fotossensivel e S = substrato biolégico

Outro mecanismo possivel para fotossensibilizacdo é a transferéncia de
energia para o oxigénio molecular a partir da configuragado eletronica triplete do
farmaco, induzindo a formagao do oxigénio singlete ('O.) conforme o mecanismo do
tipo II. O oxigénio singlete € uma espécie altamente reativa que interage de forma a
oxidar varios substratos biolégicos resultado da sua interagao por difusdo molecular.
Acredita-se que o0 oxigénio singlete seja o principal mediador dos efeitos
fotodindmicos nos sistemas bioldgicos, pois reage rapida e indiscriminadamente com
os mais variados alvos eletrofilicos, como lipideos insaturados, proteinas, acidos,
entre outros. O mecanismo do tipo Il de fotossensibilizagdo esta esquematizado a

sequir.

Mecanismo de fotossensibilizacdo do Tipo Il — Mediado pela producéo de 'O,

OF ,1F _,3F

°F + 30, — °F + '0, (transferéncia de energia)

'0, + S — S-OO0H (perdxidos, etc.)
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Sendo F = farmaco fotossensivel e S = substrato biolégico

O oxigénio singlete ('O,) gerado pela reacdo do tipo Il é um intermediario
chave em muitos processos oxidativos fotoinduzidos em sistemas quimicos ou
biolégicos, sendo considerado a principal espécie produzida pelos PFD (DE ROSA e
CRUTCHLEY, 2002) embora recentemente tenha sido mostrado que na maioria dos
casos, os mecanismos do tipo | e Il atuam simultaneamente.

As ftalocianinas sdo consideradas excelentes farmacos fotossensiveis para
PFD, devido a sua estabilidade fisico-quimica, pureza quimica e viabilidade
econdmica (STILMAN, 1989). Possuem muitas vantagens comparando-se aos
farmacos fotossensiveis de primeira geragao, pelo fato de possuirem uma alta taxa
de absorcdo de luz na faixa espectral de 600 a 800 nm (gs70 ~ 10° mol/L™.cm™),
exatamente na janela terapéutica (CASTANO et al., 2004), além de baixa toxicidade
in vitro. Suas propriedades fotofisicas sdo fortemente influenciadas pela presenca e
natureza do ion metalico central, o que é refletido diretamente no rendimento
quéantico e tempo de vida dos estados excitados (@1, tr) (BONNETT, 2000;
BONNETT, 1995; GOMER, 1991; DARWENT, 1982).

Atualmente sua producao no mercado nacional, s6 reforca a idéia de que num
futuro bem proximo, estara disponivel a grande demanda, sendo necessaria a
implementagcdo de um servico assistencial de saude publica com base nestes
protocolos.

Entretanto, a baixa solubilidade destes compostos em meio aquoso
(altamente lipofilicos) torna inviavel sua administragdo direta, o que leva a
necessidade de veiculacdao dos mesmos em sistemas de liberagdo adequados, que
melhor solubilizem e modulem os processos de dissolugao e biodistribui¢ao in vitro e

in vivo.
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1.4 — Sistemas nanoestruturados de liberacdo de farmacos

A eficiéncia dos PFD esta diretamente relacionada com a capacidade do
farmaco fotossensivel ser administrado de forma adequada com biocompatibilidade
e biodistribuicdo apropriadas (SOBOLEV et al., 2004; KONAN et al., 2001; DELAEY
et al., 2000; BACHOR et al., 1991). Nas ultimas décadas a tecnologia farmacéutica
contribuiu fortemente para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos
(DDS - drug delivery systems) em diversos tipos de aplicacbes terapéuticas
(SWARNALATHA et al.,, 2008; PRIMO et al.,, 2007b; SIMIONI et al., 2007b;
MACAROFF et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2003; DE ROSA et
al., 2003; DE PAOLI et al., 2002; WU et al., 2001; SANTOS-MAGALHAES et al.,
2000; COUVREUR et al., 1994; COUVREUR et al., 1979a; COUVREUR et al.,
1979b). Atualmente, varios tipos de sistemas de liberacdo tém sido desenvolvidos
associando-se um farmaco fotossensivel para aplicagao sistémica e/ou tépica para
tratamento de cancer. (SIMIONI et al., 2007a; NUNES et al., 2004; SOBOLEV et al.,
2004; DE ROSA et al., 2003; NUNES, S. M. T., 2003).

Os DDS possuem capacidades fisico-quimicas muito importantes que levam a
uma especificidade pelo tecido alvo, minimizando diversas limitagdes pertinentes a
administragcdo do farmaco fotossensivel livres em meio homogéneo. A interacéo
bioldégica de farmacos esta diretamente relacionada com a afinidade quimica pelos
sistemas de liberagdo, o que levou ao desenvolvimento de veiculos com
potencialidade biolégica cada vez maior, favorecendo a absor¢cédo pelo alvo
bioldégico, com uma farmacocinética adequada, minimizando-se os efeitos colaterais
usualmente presentes e que limitam a utilizagao das terapias baseadas em PFD.

O emprego da tecnologia farmacéutica proporciona vantagens relacionadas

ao transporte eficiente de farmaco, ocasionando uma maior absorg¢ao
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alvo-especifica, liberagao controlada, biocompatibilidade, reducao de fototoxicidade,
entre outros fatores.

Varios tipos de DDS tém sido estudados e utilizados clinicamente, como as
vesiculas lipossomais (NUNES, S. M. T., 2000), microparticulas (GOMES, A. J.,
2003), microemulsdes (SOPPIMATH et al., 2000; LENAERTS et al., 1994) proteinas
de baixa densidade (NUNES, S. M. T., 2003; TEDESCO et al., 2003b), sistemas
dendriméricos (HUGHES, 2004; PATRI et al., 2002) (Figura 3), entre outros, com
propriedades fisico-quimicas e biolégicas muito interessantes (SHIM et al., 2004,

SARIKAYA et al., 2003; JENNING et al., 1999).

dendrimeros

emulsoes

Figura 3- llustracdo de alguns tipos de sistemas de liberagdo de farmacos

fotossensiveis.

Com os recentes incentivos e fomentos a pesquisa envolvendo a

nanotecnologia no inicio da década de 90 no Brasil, varios ramos da ciéncia foram
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beneficiados com a expansdo de tecnologias até entdo nao incorporados pela
comunidade cientifica (VAN HERRIKHUIZEN et al., 2005; YAMAMOTO et al., 2005;
ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; HUGHES, 2004; SHIM et al., 2004; YAMAGUCHI et
al., 2004; WISSING e MULLER, 2003). A busca por DDS nanoestruturados tem sido
um desafio crescente da tecnologia quimica e farmacéutica, sempre objetivando o
desenvolvimento de sistemas com novas morfologias e com caracteristicas fisico-
quimicas que confiram vantagens comparando-se aos sistemas de veiculagao
convencionais.

Os aspectos que combinam pesquisas nas areas de "nanotecnologia" e
"biotecnologia" resultaram na chamada "nanobiotecnologia" atuando em areas como
a genbmica, biologia celular e molecular, tecnologia farmacéutica, cosmética, entre
outras, as quais estdo associadas a descoberta de novos farmacos e processos
bioquimicos (MAILANDER e LANDFESTER, 2009; OCHEKPE et al., 2009; MODI et
al., 2009; YANG e WEBSTER, 2009; MATHURIA, 2009; ROSEN e ELMAN, 2009;
VAN HERRIKHUIZEN et al., 2005; SHIM et al., 2004; SARIKAYA et al., 2003; PATRI
et al., 2002).

Sistemas de liberagdo controlada de farmacos oferecem varias vantagens
quando comparados aos sistemas tradicionais. Nas formas de administracdo
convencionais (nebulizagdo spray, injecao, pilulas) a concentragédo do farmaco na
corrente sanguinea apresenta um aumento, atinge um pico maximo e entao declina.
Desde que cada composto possua uma faixa de acéo terapéutica acima da qual ela
€ toxica e abaixo da qual ela é ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das
dosagens administradas. Este fato é problematico se a dose efetiva estiver préxima
a dose toxica. O objetivo dos sistemas de liberagdo controlada é manter a

concentragcdo do farmaco entre estes dois niveis por um tempo prolongado,
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utilizando-se de uma unica dosagem. A diferenca de concentragdo plasmatica
efetiva em funcio do tempo, entre sistemas convencionais e de liberacao controlada,

pode ser melhor compreendido analisando-se a Figura 4.

téxica

faixa terapéutica

!

T

sub-terapéutica

!

>
>

Concentracdo Sangiinea

Tempo

Figura 4 — Vantagens da liberagédo controlada e sustentada de farmacos: vantagens

econdOmicas e terapéuticas. == liberacao sustentada, == terapia convencional.

Trabalhos envolvendo liberagdo controlada tém fornecido inumeras
evidéncias que justificam a eficiéncia terapéutica além de muitas vezes estar aliada
a vantagens econdmicas. Dentre varios resultados podemos evidenciar o aumento
na eficacia das terapias com liberagdo progressiva e controlada do farmaco a partir
da degradagao da matriz e maior tempo de permanéncia na circulagdo; diminuigdo
significativa da toxicidade; natureza e composi¢cédo dos veiculos amplamente variada,
observando o contrario do que se poderia esperar, pois ndo ha predominio de
mecanismos de instabilidade e decomposi¢cao do farmaco (degradacgao bioldgica, por
exemplo, enzimas, pH e outros). Tais caracteristicas, portanto, conduzem a uma
administracdo segura (sem causar reagdes inflamatorias locais, etc.) e maior

conveniéncia ao paciente (menor numero de doses). A possibilidade de
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direcionamento a alvos especificos surge como mais uma vantagem fundamental
que vem atraindo o interesse de aplicagcdo em varias modalidades terapéuticas. A
capacidade de associacdo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas
ampliadas circunstancialmente, também sido pontos chaves para se motivar o
desenvolvimento cientifico desta area da ciéncia ainda pouco explorada. O termo
nanoparticulas aplicado a liberagao controlada de farmacos € amplo e refere-se a
diferenciados tipos de estruturas como nanoesferas, nanocapsulas e nanoemulsoes
(SWARNALATHA et al, 2008; WANG et al, 2008; SIMIONI et al., 2007b;
GUINEBRETIERE et al., 2002; WU et al, 2001; COUVREUR et al., 1994;

COUVREUR et al., 1979a; COUVREUR et al., 1979b).

1.4.1 - Nanoemulsdes

A interacédo de farmacos com a interface de agregados supramoleculares de
compostos anfifilicos ou de polimeros representam um aspecto importante dentro da
tecnologia farmacéutica, devido as implicagdes bioldgicas da presenga destes
compostos em formulagcbes, os quais interferem diretamente no perfil de
biodisponibilidade e que resulta na alteracdo das constantes de ionizagdo dos
farmacos cujos efeitos terapéuticos dependem substancialmente da fragao ionizada
do mesmo, modificando drasticamente a estabilidade de um grande numero de
compostos de uso terapéutico (FLORENCE e ATTWOOQOD, 2003).

As nanoemulsdes (NE) sao sistemas coloidais, nos quais a fase interna
constitui um microambiente dimensionalmente restrito, com propriedades
particulares, podendo ligar ou associar moléculas com diferentes polaridades,
atuando como agregados esféricos e com didmetros menores que 1000 A

(OLIVEIRA et al., 2003). Além dos agregados esféricos, outros tipos de estruturas
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internas, como as membranas bicontinuas e bicontinuas tubulares também foram
demonstradas. As NE sdo, de forma geral, definidas como sistemas
termodinamicamente estaveis, isotropicos, de dois liquidos imisciveis, (usualmente
agua e oleo) estabilizados por um filme de compostos tensoativos, localizados na
interface éleo/agua.

O termo inicial microemulsao foi introduzido na literatura por Hoar e Shulman
(HOAR e SCHULMAN, 1943), ao descreverem sistemas transparentes formados
espontaneamente quando 6leo e agua eram misturados com quantidades
relativamente grandes de tensoativo ibnico misturado a um alcool de cadeia alquilica
média de aproximadamente dez carbonos. Entretanto, o termo microemulsao foi
utilizado somente no final da década de 1950 por Schulman e colaboradores
(SCHULMAN et al., 1959).

Do ponto de vista farmacéutico, as nanoemulsées podem ser definidas como
emulsdes, na maioria das vezes transparentes, nas quais um 6leo ou um farmaco
lipofilico € disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo um tensoativo,
associado ou nao a um co-tensoativo apropriado, gerando um sistema

termodinamicamente estavel (Figura 5).
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Primo F.L, 2008

Figura 5 — llustracdo representando a estrutura de uma particula coloidal de uma

nanoemulsao do tipo 6leo em agua (PRIMO et al., 2008a).

A formacdo da NE geralmente envolve a combinagcdo de trés a cinco
componentes, tais como, tensoativo, fase aquosa, fase oleosa e, quando necessario,
0 co-tensoativo, sendo que a orientagao para sistemas O/A ou A/O é dependente
das propriedades fisico-quimicas do tensoativo, traduzidas principalmente pelo seu
equilibrio hidrofilo/lipédfilo (EHL). A principal caracteristica do sistema é formar
espontaneamente a fase interna por homogeneizacdo suave dos componentes da
férmula. Sua estabilidade termodinamica oferece vantagens sobre as dispersdes
instaveis, tais como as suspensdes e emulsdes, podendo ser utilizada por um tempo
muito mais longo de estocagem.

Considerando que as NE O/A sao formadas por goticulas de dleo dispersas
em agua, contendo o tensoativo na interface O6leo/agua, estas possuem otima
capacidade de solubilizacdo de substancias lipofilicas e tém sido utilizadas para
aumentar a estabilidade, a solubilidade e a biodisponibilidade de farmacos, pois

permitem a incorporagcao de varios tipos de compostos na fase interna oleosa
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(baixa constante dielétrica), na regido interfacial (constante dielétrica intermediaria
entre o 6leo e agua) ou na fase externa aquosa (alta constante dielétrica) (OLIVEIRA
et al., 2003).

Para explicar melhor a formagao das NE, partimos do pressuposto que
quando dois liquidos imisciveis sdo misturados, mantendo-se agitagao constante, as
duas fases tendem, inicialmente, a formar goticulas dispersas de um dos liquidos no
interior do outro. Quando a agitagdo cessa, as goticulas tendem a coalescer e os
liquidos separam-se novamente. Podemos, entido, definir o tempo de vida de uma
emulsdo, como o tempo decorrido desde o momento em que os liquidos estdo
completamente homogeneizados, até a separagao total do sistema. Assim, o tempo
de vida da NE é maior quanto melhor for a estabilidade do sistema. Portanto, os
motivos que levam a esta desestabilizacido da emulsédo sao o ponto primordial para a
compreensao da sua teoria de formacao.

Quando um dos liquidos dividi-se no interior do outro forma-se uma fase
interna, dispersa ou continua. Assim, o processo de nanoemulsificacdo implica num
grande aumento da éarea interfacial, a qual leva a um aumento brusco da energia
livre de superficie. Este fendbmeno, em condicbes de temperatura constante, pode

ser descrito pela Equacao (1):

AG = Gy — Gy = yi x AA (1)

sendo AG a variagdo na energia livre de superficie, yi a tenséo interfacial entre as
fases aquosa e oleosa, AA variacao na area interfacial.
Através da Equagao (1), pode-se verificar que o caminho mais viavel para a

estabilizagcdo do sistema € a diminuicdo da tensao interfacial da dispersdo, como
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forma de reduzir a energia livre derivada da expansao da area interfacial. E possivel
verificar, também, que a estabilidade da emulsido devera ser maior, quanto menor for
a energia livre remanescente da expansdo da area interfacial, tendendo a um
sistema termodinamicamente estavel, caso o aumento da energia livre seja
totalmente compensado pela diminuicdo da tensdo superficial (FLORENCE e
ATTWOOD, 2003; OLIVEIRA et al., 2003; LENAERTS et al., 1994).

Neste aspecto, os agentes tensoativos, com propriedades de diminuir a
tensdo interfacial entre o 6leo e agua, encontram seu papel fundamental na
estabilizacdo de emulsdes, microemulsdes e nanoemulsdes. As emulsdées comuns
sdao consideradas sistemas termodinamicamente instaveis, sendo que o
desenvolvimento tecnoldgico tende a intervir de forma direta a retardar da melhor
maneira possivel e pelo maior tempo o processo de separagao de fases. Ja as NE
geralmente sao formuladas com presenga de co-tensoativos, cuja fungéo é diminuir
a tensao superficial para valores abaixo dos limites proporcionados pelos agentes
emulsificantes comuns (FLORENCE e ATTWOOD, 2003; OLIVEIRA et al., 2003).

Assim em proporcdes adequadas de seus componentes e em condi¢cdes de
temperatura, pressdo e forga ibnica constantes, o sistema forma-se
espontaneamente quando a energia remanescente da interface esta préxima de
zero (AG — 0).

Sendo assim, decidiu-se desenvolver e caracterizar uma nanoemulsao do tipo
O0leo em agua para veiculagdo de uma ftalocianina de cloro e aluminio (CIAIPc),
utilizando-se de suas propriedades nanotecnoldgicas em estudos fotobioldgicos e

em modelo tecidual para avaliagdo da resposta dos PFD no meio biologico.
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1.5 — Laser: aplicagfes bioldgicas e na saude humana

A palavra laser € um acrébnimo com origem na lingua inglesa: Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo de Luz por Emissao
Estimulada de Radiacao). Esta radiacdo € do tipo eletromagnética nao ionizante,
sendo um tipo de fonte luminosa com caracteristicas bastante distintas daquelas de
uma luz fluorescente ou de uma lampada comum.

A radiacdo laser € monocromatica, ou seja, emite radiagbes em um unico
comprimento de onda. E uma radiacdo com coeréncia espacial e temporal onde as
ondas propagam-se com a mesma fase no espago e no tempo. Sua direcionalidade
permite a obtencao de alta densidade de energia concentrada em pequenos pontos.
Com o auxilio de dispositivos opticos, sua radiacdo pode ainda ser polarizada. Sao
justamente as caracteristicas especiais desse tipo de luz que a faz ter propriedades
terapéuticas importantes (Laser de Baixa Poténcia ou Terapéutico) assim como ser
utilizada em cirurgias com vantagens muito superiores ao uso do bisturi
convencional (Laser de Alta Poténcia ou Cirurgico). As radiagcdes Opticas produzidas
por esses lasers tém basicamente as mesmas caracteristicas, porém se trabalha
com o laser buscando resultados clinicos bastante especificos (ALMEIDA-LOPES,
L., 1999; KARU, 1988).

A radiagao laser pode ser refletida, transmitida, absorvida ou espalhada
(scattering) pelo tecido (ALMEIDA-LOPES, L., 1999). A monocromaticidade do laser
determina a absorgéao seletiva por parte dos cromoforos enddgenos ou exdgenos do
tecido biolégico, com resposta a um ou a varios comprimentos de onda, fenémeno
este conhecido como ressondncia a uma determinada frequéncia. Cada
comprimento de onda, portanto, leva a um tipo diferente de interacdo segundo o

tecido alvo.
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No emprego de sistemas lasers clinicos, sao utilizados termos especificos
pelos fotobiologistas e profissionais da area da saude para se padronizar as faixas
operacionais dos prototipos e equipamentos. Os pardmetros e unidades mais
comuns empregados sao: poténcia média (mW), tempo (s), intensidade de energia
(joules) e area de exposicdo (cm?).

Estes parametros correlacionados dao origem aos termos irradiancia e
fluéncia, os quais sao utilizados nos artigos e livros cientificos para se designar a
dose de luz (laser) aplicada diretamente nos tecidos.

A irradiancia € o termo utilizado como sindnimo para densidade de poténcia,
que é definida como sendo a poténcia optica de saida do laser em Watts, dividida
pela area irradiada em cm?. E através do controle da irradiancia que o cirurgiao pode
cortar, vaporizar, coagular ou "soldar" o tecido, quando da utilizacédo de lasers
cirargicos. A densidade de poténcia apropriada pode também gerar fotoativagdo com
laser de baixa poténcia (CATORZE, 2009).

A fluéncia ou densidade de energia (dose de energia) em joules/cm? é outro
termo sobre o qual o corpo clinico tem controle do tempo de exposicao a irradiagao
laser. E obtido multiplicando-se diretamente a irradiancia pelo tempo de exposi¢éo
dado em segundos. Esta unidade € muito utilizada nos protocolos de bioestimulagéo
e de tratamento de lesdes (CATORZE, 2009).

A utilizacao do laser operando com baixa poténcia tem sido estudada desde
os anos 60, sendo Mester em 1966 (MESTER, 1966), um dos pioneiros em
demonstrar seus efeitos no reparo tecidual. A reparacido tecidual € um processo
complexo que envolve atividade local e sistémica do organismo, sendo os

fibroblastos uma das células diretamente envolvidas nesse complexo processo.
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O laser operando em baixa poténcia foi considerado por Mester, em 1969, um
bioestimulador, e por isso, por um determinado periodo de tempo, encontramos na
literatura essa terminologia utilizada como sinénimo para designar esse tipo de laser,
que também era chamado de laser de bioestimulagdo. Nessa época ainda nao se
conhecia muito bem seu mecanismo de acédo, € o que se observava era que 0s
terapeutas tinham excelentes resultados no tratamento de feridas e ulceras abertas,
estimulando seu processo de cicatrizacdo. Porém, com o passar do tempo, essa
terapia comecgou a ser utilizada nao s6 para estimular e acelerar processos, mas
também para deté-los (MESTER et al., 1985).

O mecanismo de interagdo do laser em nivel molecular foi descrito
primeiramente por Karu em 1988 (KARU, 1988). Os incrementos de ATP
mitocondrial que se produzem apds a irradiagdo com o laser favorecem um grande
numero de reagdes que interferem no metabolismo celular. Em estados patolégicos,
o laser interfere no processo de troca ibnica, acelerando o incremento de ATP

(KARU, 1988), como descrito pelo diagrama de Karu e Smith (Figura 6).
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Estruturas celulares suscetiveis a resposta fotobioldgica
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Figura 6 — Modelo de Karu e Smith para agao fotoquimica do laser visivel na cadeia
redox da mitocondria e acao fotofisica do laser infravermelho na membrana celular.
Ambos desencadeiam uma resposta celular, que gera uma cascata de reacgdes
bioquimicas (modificado de ALMEIDA-LOPES, L., 1999).

Estas descobertas conduziram a uma crescente aplicabilidade do laser em

processos bioldgicos principalmente na area da saude humana. Nas ultimas
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décadas a pesquisa cientifica favoreceu o desenvolvimento de protocolos clinicos
para utilizacado dos lasers de baixa poténcia nos mais variados setores da saude. Os
resultados positivos quanto a bioestimulagdo e regeneracgéao tecidual para o uso de
laser de infravermelho direcionou o foco das industrias Opticas para a producao de
protétipos voltados para a area de tratamento estético e rejuvenescimento. Os
centros clinicos empregam o laser em varias areas da medicina, ressaltando a
dermatologia (tratamento de anomalias de pele), oftalmoldgica (terapia da macula
degenerativa) e de fotodiagndstico (lesdo cutanea e 6rgaos de cavidade) (BAYAT et
al., 2009; SAYGUN et al., 2008; WU et al., 2008; CASTANO et al., 2007; ZYCINSKI

et al., 2007; DADRAS et al., 2006; COLIC et al., 2004).

1.5.1 — Fotoestimulo mitocondrial

O estado de equilibrio de oxidacao/redugcao (redox) celular é resultado do
balango intracelular entre as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
durante o metabolismo e a quantidade absorvida pelo sistema bioldgico antioxidante.
As EROs sao produzidas em grande quantidade pelos mecanismos oxidativos
mitocondriais, estando diretamente relacionadas com o estado de equilibrio
eletrofisiolégico. Altas concentragdes destas moléculas podem levar a citotoxicidade,
entretanto dentro de um limite de concentragcdo apropriado, estas espécies reativas
sdo consideradas importantes sinalizadores moleculares (TAFUR e MILLS, 2008).
Em certos tipos de células, as EROs atuam em importantes fungées bioldgicas, em
particular como fatores reguladores de metabolismo e crescimento celular
(BURDON, 1995). Nas plantas, os cloroplastos concentram a maior quantidade de
EROs os quais sao produzidos através de fotoestimulo na sua cadeia transportadora

de elétrons. O processo de fotossintese € diretamente dependente da absorcédo de
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energia (fétons) a partir da luz visivel e UV-visivel. Através deste mecanismo ha
producado de grande quantidade de moléculas com alta capacidade energética, as
quais influenciam o estado de reducdo/oxidagcdo da célula. Toda esta cadeia é
utilizada para criar a forga motriz de prétons e entdo gerar energia para a célula.

Estudos recentes com luz monocromatica de baixa intensidade tém revelado
que comprimentos de onda especificos induzem uma variedade de efeitos biolégicos
em alguns tipos de células animais consideradas até entdo nao-fotossintéticas
(SCHINDL et al., 2003; YOUNG et al., 1989). Estes fendmenos sao alcangados
combinando-se minuciosos parametros como dose correta de laser, intensidade e
frequencia apropriadas de pulsos. A melhor compreensdo destes efeitos leva a
determinagao do procedimento clinico adequado para o emprego em clinica médica
do laser de baixa poténcia e dos light-emitting diodes (LED).

Em determinados tecidos, a absor¢cdo de luz monocromatica é responsavel
por uma série de processos fotobioldgicos, afetando diretamente algumas etapas do
mecanismo cicatricial e modulacao de inflamacdes cronicas. Estudos realizados por
Karu e colaboradores (KARU et al., 1994; KARU, 1989; KARU, 1988) demonstram
que a luz infravermelha de baixa energia (espectro proximo ao vermelho) também
induz respostas fotobioldgicas e por sua vez atua em conjunto com a radiagao visivel
(SCHINDL et al., 2003; MESTER et al., 1985). Os fotoreceptores celulares sao
classificados conforme sua funcdo na cadeia transportadora de elétrons. A absorg¢ao
de luz vermelha de baixa intensidade (670 nm) pode modular a fungao da citocromo-
C oxidase, uma enzima terminal da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons,
ativando ou inibindo parcialmente sua atividade em fungao da quantidade de EROs.
Uma vez fotoestimulada, a sequencia de reagdes da cadeia transportadora de

elétrons é acelerada, resultando no aumento da produgao de ATP e na eficiéncia de
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vias de transdugdo de sinal intracelular, ocorrendo paralelamente ao aumento da
quantidade de EROs produzidos pelo fotoestimulo.

Este conjunto de fendmenos fotobioldgicos leva a efeitos bioquimicos que
culminam em alteragbes macroscoépicas, como o aumento na proliferacdo do epitélio
celular ou aceleragao da cicatrizacdo em pacientes diabéticos (WHEELAND, 1993;
KARU, 1989). Deve-se considerar que estes efeitos sao diretamente dependentes

do tipo de célula, da fase de crescimento celular e da condi¢cao do equilibrio redox.

1.6 — Engenharia Tecidual

O termo Engenharia Tecidual (ET) foi empregado pela primeira vez durante o
1° Encontro da Fundagao de Ciéncia Nacional (National Science Foundation - NSF)
em 1988 nos Estados Unidos da América (EUA). A ET foi definida como a aplicacéo
de principios e métodos de engenharia e ciéncias da vida para a compreensao da
relacdo estrutura/funcdo de tecidos saudaveis e de patologias e para o
desenvolvimento de substitutos bioldgicos para o reparo ou regeneragdo de tecidos
ou 6rgaos (SHALAK e FOX, 1988). A ET difere de terapias tradicionais uma vez que
a mesma integra diretamente paciente e a prétese/enxerto, a partir de um tratamento
especifico e de estado permanente. A ET € um campo cientifico multidisciplinar e
emergente, combinando-se principios da biologia e da engenharia para o
desenvolvimento de substitutos viaveis que restaurem e mantenham a funcédo de
tecidos humanos (LANGER e VACANTI, 1993).

As diferentes possibilidades de criacdo e substituicdo de tecidos foram
estudadas por mais de 20 anos por Bell e colaboradores (BELL et al., 1981).
Durante os anos 90, a ET progrediu rapidamente, sendo desenvolvidos varios tipos

de estruturas bioldgicas utilizadas como equivalentes teciduais. Os materiais
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biolégicos obtidos alcangaram o mercado em pouco tempo, tornando-se um
segmento altamente lucravel com crescimento acentuado e faturamento anual de 3,5
bilhdes de ddlares (EUA) com destaque entre as industrias emergentes no segmento
biotecnolégico mundial (LYSAGHT et al., 1998).

A ET tem sido empregada como uma alternativa potencial aos transplantes de
orgaos e tecidos. Os neo-tecidos e 6rgaos obtidos pela ET s&do funcionalizados e
implantados simultaneamente aos tratamentos clinicos, ou seja, paralelamente as
terapias com enzimas reconstrutivas e intervengao cirurgica para reabilitagdo da
funcdo original da regido lesada, citando como exemplo a regeneragdo e
substituicdo do figado e de partes do trato-gastrointestinal (SACHLOS e
CZERNUSZKA, 2003).

Atualmente a ET é dividida em trés grandes areas:

1 — Equivalentes Tridimensionais: desenvolvimento e crescimento in vitro de
tecidos para implante e reparo de regides lesadas. Geralmente os implantes séo
preparados a partir de cultura de células primarias em condicdes especiais para
obtencdo de modelos teciduais tridimensionais. Um exemplo comum de utilizacéo
sao os enxertos de pele utilizados clinicamente nos EUA e Europa, para tratamento

de queimaduras (Eldad et al 1987).

2 — Terapias celulares baseadas na aplicagao de solugao de células livres ou
combinadas a sistemas biocompativeis para indugdo de reparo e regeneragao de

orgaos e tecidos.

3 — Desenvolvimento de proteses e dispositivos que mimetizem os tecidos

humanos para substituicdo e/ou funcionalizagcdo de lesdes e 6rgaos danificados,
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como estrutura dssea, musculatura, tenddes, cartilagens e componentes do aparelho
cardiaco (valvulas, coronarias e vasos ventriculares). Esta técnica envolve a
utilizacdo de polimeros sintéticos e naturais com alta compatibilidade biolégica no

preparo das pecgas e enxertos protéticos.

1.6.1 — Equivalentes Dermais

Os primeiros estudos envolvendo o desenvolvimento de modelos teciduais
foram realizados no final da década de 70, buscando a obtencdo de equivalentes
dermais (DE) que reproduzissem ao maximo as condi¢des in vivo da pele humana
(BELL E. et al., 1979; HOSTETLER et al., 1975). Inicialmente foram obtidos modelos
a partir de etapas experimentais extensas e de alta complexidade. Os precursores
dos DE mimetizavam parcialmente a pele, representando individualmente cada
camada tecidual. Bell e colaboradores foram os pioneiros no preparo dos modelos
modernos com estrutura tridimensional a partir da combinagcdo de cultura de
fibroblastos, queratindcitos e uma matriz de colageno (BELL E. et al., 1979).

Atualmente os DE sao empregados como substitutos da pele humana em
diferentes areas tecnoldgicas como a biologia molecular, farmacologia, cosmética,
engenharia tecidual e clinica médica (GAY et al., 1992; PONEC, 1991; REGNIER et
al., 1990; EHRLICH e WHITE, 1983).

Os DE sao d6timas ferramentas para se estudar a matriz extracelular, a qual é
considerada a base de sustentacdo dos tecidos. Estudos recentes demonstraram
que a composicdo da matriz extracelular € baseada em proteinas e polissacarideos
especificos (colageno, elastina e metaloenzimas) secretados no ambiente
intercelular, levando a fenédmenos bioquimicos que se diferem em relagao ao tipo e

localizacdo do tecido, o que influencia diretamente o crescimento, proliferacdo
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celular e etapas da cicatrizacdo e regeneracédo tecidual (HELARY et al., 2006;
HELARY et al., 2004; BESSEAU et al., 2001; COULOMB et al., 1983a).

A partir da melhor compreensao da composicdo e da estrutura tecidual, foi
possivel o aprimoramento dos modelos tridimensionais que mimetizam com sucesso
a matriz celular da derme humana. Como consequéncia, varios trabalhos cientificos
surgiram avaliando o comportamento desta matriz de colageno extracelular (LIPKA e
BORATYNSKI, 2008; VAALAMO et al., 1997; COULOMB et al., 1983b). Estes
estudos envolvem ensaios de crescimento e migragcdo monitorados por avaliagbes
histolégicas, além de fendmenos relacionados ao reparo e regeneragao que tém
sido intensamente estudados a partir de técnicas que permitem a identificagcao de
metabdlitos associados ao crescimento e cicatrizagdo tecidual, como
imunodetecgéo, western blotting e zimografia eletroforética (HELARY et al., 2006;
COULOMB et al., 1983a) (SEGUIER et al., 2001).

Neste trabalho de pesquisa utilizamos pela primeira vez, junto ao grupo de
Fotomedicina e Fotobiologia da FFCLRP-USP, o protocolo de preparo destes
modelos tridimensionais os quais sao fruto da colaboragao internacional entre o Prof.
Dr. Antonio Claudio Tedesco e o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Bernard Coulomb
do Institut de Recherche sur La Peau, Inserm 532, Hospital Saint-Louis, Paris,
Franca.

Portanto, o presente trabalho de doutorado tem como foco principal o estudo
e compreensao da interagdo do laser de baixa poténcia na regidao usual do espectro
eletromagnético entre 600 e 800 nm e farmacos fotossensiveis nanoencapsulados
em modelos de pele tridimensional in vitro.

Acredita-se que este desenvolvimento tecnoldgico multidisciplinar, envolvendo

nanotecnologia, processos fotodinAmicos e engenharia tecidual, possa contribuir
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para a elaboragcdo de novos protocolos e modelos efetivos na compreensao dos

processos cicatriciais e de bioestimulagao tecidual.

4.3 — Conclusao Parcial — Parte |

Ao término da primeira parte do trabalho de tese, pode-se concluir que a
proposta de desenvolvimento e caracterizagdo do nanomaterial para veiculagdo do
farmaco fotossensivel foi realizada com sucesso. Obteve-se uma formulagdo com
propriedades fisico-quimicas de acordo com o exigido pelos principios da tecnologia
farmacéutica e conforme proposto nos objetivos do projeto de tese, possuindo
propriedades nanotecnoldgicas, alta compatibilidade bioldgica e eficiéncia adequada
de incorporacdo de farmaco. Desenvolveu-se também um método analitico
espectrofluorimétrico eficiente e reprodutivel, para a quantificacdo de ftalocianinas e
demais farmacos fotossensiveis utilizados em PFD.

Realizaram-se os estudos fotofisicos para a determinacdo dos tempos de

vida, dos rendimentos quanticos e do perfil de absorcdo e emissdao em modos
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estaticos e cinéticos, para o farmaco fotossensivel no estado fundamental, e nos
estados singlete e triplete excitados. Os parametros fotofisicos obtidos foram
importantes para se atestar o potencial fotodindmico do farmaco em meio organico
homogéneo e apds a incorporagao no sistema de liberagao desenvolvido.

Portanto, conclui-se que o processo de veiculagdo da CIAIPc em
nanoemulsao nao alterou o perfil fotofisico da mesma, conferindo a formulagao as
propriedades necessarias para utilizagdo em ensaios in vitro e testes biolégicos
empregando-se fotoestimulo a partir do uso de laser de baixa poténcia, como

demonstrado nas etapas subsequentes desta tese de doutorado.
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4.8 - Conclusao Parcial — Parte Il

Ao término da segunda parte do trabalho de tese, conclui-se que o
desenvolvimento do equivalente dermal de pele humana foi realizado de acordo com
0s objetivos propostos inicialmente pelo projeto de pesquisa. O cultivo de
fibroblastos gengivais na matriz de colageno do tipo | proporcionou a formacao de
uma rede intercelular tridimensional em multiplos planos, os quais apresentaram
uma contragcdo acentuada em funcdo do tempo, levando a formacédo de um tecido
com espessura, composicao e comportamento in vitro semelhante a pele humana.

A partir da determinagdo da viabilidade celular, monitorada pela atividade
mitocondrial através do teste fotocolorimétrico de MTT, determinou-se uma faixa de
concentragdo segura para a aplicagdo in vitro do farmaco fotossensivel

nanoveiculado em cultura celular em monocamada. Avaliaram-se também os efeitos
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de bioestimulagao a partir da modulacao de tempos e de doses de laser adequados
para ensaios em monocamada celular.

Demonstrou-se, com os estudos de lesao cicatricial in vitro, uma cinética de
migragdo celular acentuada, confirmada pelo aumento do numero de pontos
mitéticos apds ativacdo dos processos fotodindmicos com laser visivel de baixa
poténcia e farmaco fotossensivel nanoveiculado.

Na etapa final, avaliou-se o comportamento do DE em estudos de permeacéao
e retencao cutanea in vitro para a CIAIPc/NE aplicada topicamente. Os resultados
comprovaram a eficiéncia do modelo tecidual nos testes para determinacdo do
coeficiente difusional e perfil de liberacdo cutanea do farmaco fotossensivel em
funcao do tempo apds a aplicagao topica. Os dados obtidos favoreceram a utilizagao
do sistema como uma ferramenta eficaz no desenvolvimento e caracterizacdo de
formulagbes topicas e transdérmicas utilizadas nos segmentos cosmecéuticos e de

tecnologia farmacéutica.



43

V — Conclusdes Finais

Os resultados da Parte | demonstraram a obtencao e a caracterizagao fisico-
quimica de um novo material com nanotecnologia baseado em técnicas e protocolos
de tecnologia farmacéutica, o qual esta disponivel para a veiculagéo de principios
ativos fotossensiveis empregados em processos fotodindmicos. Realizou-se toda a
caracterizacao fotofisica e fotoquimica do farmaco fotossensivel, demonstrando o
potencial fotodindmico do mesmo apds a incorporagdo em nanoemulsao.

Os resultados da Parte Il foram obtidos a partir de ensaios fotobioldégicos em
cultura de células do tipo fibroblastos de origem humana. Nesta etapa
desenvolveram-se o0s protocolos biolégicos, os estudos e a compreensdo dos
mecanismos presentes no processo de bioestimulacao luminosa. Desenvolveu-se
um novo modelo de equivalente dermal como sistema mimetizador in vitro da pele

humana. Este sistema pode ser funcionalizado e explorado em diversas areas da
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saude, disponibilizado para testes biotecnoldgicos os quais necessitem avaliar o
comportado da matriz extracelular e de cultura tridimensional de células humanas.
Além disso, o equivalente dermal comportou-se como eficiente modelo de pele para
ensaios de permeacao e retencdo de farmacos fotossensiveis, sendo uma
alternativa viavel para os protocolos farmacéuticos e cosmecéuticos de difusao de
principios ativos aplicados topicamente.

Portanto, conclui-se que os resultados finais deste trabalho cientifico
multidisciplinar, proporcionaram o desenvolvimento de protocolos, técnicas e
conhecimentos inéditos, que contribuirdo diretamente para o uso dos processos
fotodindmicos e da nanotecnologia em futuros ensaios clinicos e pré-clinicos na area

da saude humana.
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