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Terapia fotodinamica com ftalocianina de zinco topica: avaliacao
da intensidade de fluorescéncia, absorcao cutanea, alteracoes
histologicas e imuno-histoquimicas na pele do modelo animal’
Topical photodynamic therapy with zinc phthalocyanine:
evaluation of fluorescence intensity, skin absorption, skin
bistological and immunobistochemical changes in animal model

Marilia Vannuchi Tomazini* Cacilda da Silva Souza’
Sérgio Britto Garcia’ Antdnio Cldudio Tedesco”

Resumo: FuNpaMenTos - Ftalocianinas sio promissores agentes fotossensibilizadores na terapia fotodindmica (TFD).

OBJETIVOS — Avaliar intervalos, veiculos e a incorporacio de promotor de absorcao na formulacio topica da ftalocianina de zinco (FC-Zn). Avaliar
alteracdes macro e micromorfoldgicas e a expressio de Fas promovidas pela TFD com FC-Zn tdpica no modelo murino.

Meropos - Por meio da espectrometria de fluorescéncia, foram avaliadas combinagoes de diferentes periodos de oclusio topica das formula-
coes gel ou emulsio de FC-Zn (1mg/dl), com ou sem monoleina 5%, no dorso do camundongo hairless. Apos oito horas das diferentes formu-
lagdes, os camundongos foram expostos a0 laser de diodo de 670nm, dose de 50]/cm-.

Resuranos - A fluorescéncia foi discretamente superior apds oito horas e com a emulsao nos intervalos de uma, duas e quatro horas de oclusio. A inten-
sidade do edema e da erosio correspondeu a necrose da epiderme e 2 imunoexpressio de Fas nos cortes histoldgicos de pele.

ConcLusoEs - Os achados indicam a agdo fotodinimica promovida pela interacio entre FC-Zn e fonte de luz de 670nm. As alteragoes macro e
micromorfoldgicas foram correspondentes e mais substanciais com a emulsio FC-Zn e monoleina, sugerindo a acentuagio dos efeitos com essa for-
mulagio. A imunoexpressdo de Fas e as alterages histoldgicas sugeriram a apoptose como mecanismo de morte celular na TFD com FC-Zn tdpica.
Palavras-chave: Absorcio cutinea; Apoptose; Espectrometria de fluorescéncia; Fotoquimioterapia; Imunoistoquimica; Lasers; Modelos animais

Abstract: Backcrounp - Phthalocyanines are promising photosensitizers used in photodynamic therapy (PDI).

Ogjectives - To evaluate the following parameters: intervals, vehicles and enhancer using topical zinc-phthalocyanine (Zn-PC) formulation.
To examine macro and micromorphological changes and Fas expression induced by topical Zn-PC-PDT on murine skin.

Mareriar avp METHODS ~ Using fluorescence spectrometry, different intervals of topical occlusion employing Zn-PC gel or emulsion, with or with-
out monolein 5% were studied. After an 8-hour occlusion of different formulations, the mice were exposed to 670 nm laser; at a 50 ].cm- dose.
Resurrs - Fluorescence was slightly bigher after 8 bours, and also with emulsion formulation at one-, two- and four-hour occlusion periods. The inten-
sity of edema and erosion were correlated to epidermal necrosis and to Fas immunoexpression in skin histological specimens.

Conclusions - The results show the effects of photodynamic action promoted by the interaction between Zn-PC formulation and a 670-nm
light source. Macro and micromorphological alterations were correlated and more substantial with monolein and Zn-PC emulsion, sug-
gesting more marked effects with this formulation. The Fas immunoexpression and histological changes suggested that apoptosis plays a role
in the mechanism of cell death caused by PDT based in Zn-PC.
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INTRODUCAO

A terapia fotodinimica (TFD) consiste em
modalidade terapéutica que envolve a ativagio de
substincias fotossensiveis, fonte de luz e a geracao de
espécies citotoxicas de oxigénio e de radicais livres
para promover a destruicio seletiva dos tecidos-alvo.'
A absorcao da luz pelo corante, na presenca de oxigé-
nio, desencadeia processos fotofisicos e bioldgicos
que resultam na formacao de espécies reativas de oxi-
génio capazes de agredir constituintes celulares e
ocasionar a morte celular por apoptose ou necrose.'

Os trabalhos clinicos pioneiros de Dougherty et
al.’ com o uso sistémico do derivado de hematoporfi-
rina (DHE) em TFD e a posterior aprovacio de seu
derivado purificado (porfimer sodium) para tratamen-
to de certos tipos de tumores solidos consistiram em
avancos e ampliaram as perspectivas da inclusio da
TFD no arsenal da terapéutica oncolégica. Entretanto,
a transitoria e generalizada fotossensibilidade cutinea
dos componentes porfirinicos administrados sistemi-
camente, como o DHE e seus derivados purificados,
foi uma das limitagbes a seu amplo emprego clinico.'
Posteriormente, Kennedy et al.’ introduziram o uso
topico do acido 5-aminolevulinico (5-ALA), precursor
metabdlico de porfirinas endégenas, o que permitiu a
restricio da fototoxicidade ao local de aplicagao.
Indubitavelmente, esses fatores encorajaram o acele-
rado desenvolvimento de estudos explorando os inu-
meros aspectos implicados na sintese e potencial
emprego de novos agentes fotossensibilizadores."*’

Nas ualtimas décadas foram desenvolvidos com-
postos, a segunda geracao de corantes, com proposi-
tos diagnoéstico e terapéutico, entre os quais estd
incluida uma das alternativas mais promissoras para a
TFD, o grupo das ftalocianinas (FC)."’

Ftalocianinas sao corantes sintéticos semelhan-
tes as porfirinas e estruturalmente consideradas aza-
porfirinas.’ Sio classificadas como fotossensibilizado-
res de segunda geracao, cuja lipofilicidade contribui-
ria para sua localizagio nas membranas plasmaticas,
nos microssomos e nas mitocodndrias, e, consequen-
temente, para a a¢ao fotodinimica.” O metal central
possuiria influéncia consideravel em sua propriedade
fotossensibilizadora, e as ftalocianinas de zinco (FC-
Zn) estao entre os sensibilizadores mais promissores
deste grupo.®® Estudos mais recentes tém corrobora-
do a eficiéncia das ftalocianinas como agentes fotos-
sensiveis para uso em TFD,”"’ que ja tem seu empre-
go clinico aprovado na Russia.’

No processo de fototoxicidade e extensio do
fotodano da reacao fotodinimica estio implicados
multiplos fatores, tais como classe, dose, via de admi-
nistragao, absorcao, seletividade e biodistribuicao do
fotossensibilizador, tipo de fonte de luz, irradiancia
(taxa de fluéncia) e dose (fluéncia), disponibilidade
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do oxigénio no tecido-alvo e intervalo entre adminis-
tracao do fotossensibilizador e a exposi¢ao a fonte de
luz."* Na destruicio do tecido-alvo, mediada por
espécies citotoxicas de oxigénio e de radicais livres,
estao envolvidos mecanismos diretos, apoptose e/ou
necrose, e indiretos, resposta imune e inflamatéria. A
apoptose por envolvimento da via do Fas parece ter
papel relevante como mecanismo de morte celular
promovida pela TFD, com o uso em particular dos
fotossensibilizadores topicos.*""

Este estudo em modelo animal buscou avaliar
as variaveis intervalo e veiculo, a incorporacio de
promotor de absorcao na formulaciao tépica da FC-
Zn, por meio de ensaio de espectrofluorimétrico; as
alteracbes macroscopicas, histopatolégicas, e a
expressao de Fas na pele do camundongo submetido
a TFD com FC-Zn topica.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 37 camundongos hairless,
fémeas, de oito semanas, mantidos aclimatados a
temperatura ambiental controlada (23°C) em regime
de luz com ciclo claro-escuro de 12 horas (luz das 7h
as 19h) e livre acesso a agua e dieta comercial balan-
ceada.

Ensaio fluorimétrico: A intensidade de fluores-
céncia foi avaliada com o espectrofluorimetro
Fluorog-3 (Yvon-Jobert, Franca) na combinaciao de
diferentes periodos de oclusao com as formulagoes
gel ou emulsao tépica da FC-Zn tetra-alquilada
(Sigma-Aldrich Inc., EUA), concentragio de 1mg/dl.
Dezesseis camundongos, divididos igualmente nos
grupos A, B, C e D, receberam aplicacao oclusiva de
FC-Zn em gel, e 12 camundongos, divididos nos gru-
pos E, F, G e H, receberam a aplicacao oclusiva de FC-
Zn em emulsao no dorso a direita. Imediatamente
antes da quantificacao da intensidade de emissiao de
fluorescéncia pela FC-Zn absorvida pela pele do ani-
mal, procedeu-se retirada do curativo e da formula-
cao utilizada com solucao fisiologica 0,9%. O ensaio
fluorimétrico foi efetuado apés uma, duas, quatro e
oito horas de oclusao nos grupos Ae E; Be F; C e G;
D e H, respectivamente. Dois camundongos foram
utilizados como controles.

Ensaio FC-laser: Sete camundongos, enumera-
dos de C1 a C7, foram submetidos a exposicao a fonte
de luz, laser diodo de 670nm (QuantumTech, Brasil)
apos aplicacao oclusiva, por oito horas, da formulagao
FC-Zn gel ou emulsao, concentracao de 1mg/dl, com
ou sem a monoleina a 5%, em area do dorso. Durante
as oito horas, os animais permaneceram sem €xposi-
¢ao a qualquer fonte de luz. Parimetros empregados:
laser de diodo de 670nm, poténcia de 500mW, dose
de 50J/cm’, em 4rea de 3,14cm’ intensidade de
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0,16W/cm’ por 312 segundos. Decorridas 24 horas da
exposicao ao laser, os animais foram fotografados para
registro das alteragdes macroscopicas e em seguida
sacrificados em camara de CO,. A pele dissecada foi
acondicionada em formol tamponado para posterior
preparacio das laminas. Na avalia¢io histopatologica,
os cortes de fragmentos de pele fixados e parafinados
foram corados por hematoxilina e eosina. Para o estu-
do imuno-histoquimico, os cortes foram desparafina-
dos em xilol e reidratados com banhos de dlcool com
concentracoes decrescentes. Por meio de reacio de
imuno-histoquimica, avaliou-se a expressio do Fas
(CD95) (Novocastra Laboratories, UK). Apo6s as incu-
bagoes sequenciais com os anticorpos primario e
secundario, a reacao foi identificada através do com-
plexo avidina-biotina e revelada com o DAB (3,3-
’diaminobenzidine, Sigma-Aldrich Inc., EUA). A imu-
norreatividade foi considerada positiva quando detec-
tada coloracio marrom na membrana das células.

RESULTADOS

No ensaio fluorimétrico, observou-se pico de
emissao de fluorescéncia na faixa de comprimento de
onda de 650nm (Grifico 1), que foi detectada apos
todos os intervalos de oclusio. Nao houve deteccao
de fluorescéncia na pele dos camundongos controles.

Foram registrados valores menores de intensi-
dade de fluorescéncia nos intervalos de uma, duas e
quatro horas comparados ao de oito horas. Nos inter-
valos de uma a quatro horas, o uso da formulagao FC-
Zn emulsao mostrou valores de intensidade de fluo-
rescéncia discretamente superiores comparados a
formulacio FC-Zn gel (Grifico 2).

GRAFICO 1: Curva de intensidade da emissao de
fluorescéncia obtida na pele do camundongo
bairless com as formulagoes topicas, emulsio e gel,
da ftalocianina de zinco (FC-Zn)

ApOs exposi¢ao ao laser 670nm dos animais que
utilizaram as diferentes formulac6es de FC-Zn, tépicas
e oclusivas por oito horas, as principais alteracoes
macroscopicas foram edema e erosao da pele (Quadro 1).
Nos cortes histolégicos de pele, observou-se a presen-
ca de necrose degenerativa em todas as camadas da
epiderme, com formacio de células anucleadas nas
camadas mais superficiais e cromatina extremamente
condensada na camada basal (Figura 1). A mais signifi-
cativa expressao do Fas (Figura 2) foi correspondente
as alteracoes macroscopicas e histopatologicas mais
acentuadas (animais C3 e C4), conforme observado no
quadro 1. Todas essas alteracoes foram mais evidentes
nos animais que receberam a formulacio emulsio da
FC-Zn associada a monoleina a 5%.

DISCUSSAO

Os novos fotossensibilizadores buscam incorpo-
rar melhorias das propriedades, entre as quais a curta
duracao da fotossensibilidade, a possibilidade do uso
topico, maior seletividade e a ativagao por comprimen-
tos de ondas mais longos e mais penetrantes em teci-
dos biologicos."*” O aprimoramento dos fotossensibili-
zadores e o entendimento das propriedades fotofisicas
e dos mecanismos envolvidos na interacio corante, luz
e tecidos biolégicos tém resultado em avancos e
ampliagao de aplicagao da TFD no tratamento oncolo6-
gico, entre outros propositos terapéuticos particular-
mente atraentes para area de dermatologia.

Uma das propriedades fisico-quimicas do
fotossensibilizador ideal é a elevada capacidade de
absorc¢ao de onda na faixa entre 600 e 850nm, isto &,
faixa de comprimento de onda da luz que é dotada de

GRAFICO 2: Controle de absorg¢ao percutanea
das formulagbes tépicas, emulsiao e gel,
da ftalocianina de zinco (FC-Zn), na pele
do camundongo hairless
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Quadro 1: Correlacao das alteracoes macroscopicas, histopatoldgicas e imuno-histoquimicas da pele dos
camundongos tratados com terapia fotodinimica e ftalocianina de zinco (FC-Zn) t6pica

Combinacao utilizada Alteracoes
macroscopicas Necrose epidérmica Expressao de Fas

C1 Veiculo Emulsao Edema + +

C2 Veiculo Emulsao + FC Erosao ++ ++

C3 Veiculo Emulsao + FC + aditivo Erosao mais intensa +++ ++++

C4 Veiculo Emulsao + FC + aditivo Erosao mais intensa ++++ ++++

C5 Veiculo Gel Edema + +

C6 Veiculo Gel + FC Erosao ++ +

C7 Veiculo Gel + FC + aditivo Edema + +

FC: ftalocinina-laser; C: camundongo; FC: ftalocianina; Aditivo

maior capacidade de penetragio nos tecidos biologi-
cos. Essa capacidade, propria da segunda geracao de
fotossensibilizadores, permitiria o acréscimo de cerca
de 30% no alcance da profundidade. Ftalocianinas
caracteristicamente exibem forte absorcao na faixa de
680-700nm.*” Em adicio, como corante fluorescente
possibilitaria 0 monitoramento de concentracio na
lesao ou, ainda, o uso como conveniente ferramenta
para identificacio e mapeamento de lesdes tumorais.”
No presente estudo, com o uso da FC-Zn foi eviden-
ciado pico de emissao de fluorescéncia na faixa de
comprimento de onda de 650nm, compativel com
achados in vitro acerca das propriedades da FC-Zn."
Ha interesse em explorar o potencial terapéu-
tico de fotossensibilizadores para area de dermatolo-
gia, particularmente aqueles que possibilitem maior
seletividade por tecidos especificos, baixa freqiiéncia
de efeitos colaterais, baixo custo e facilidade de uso,
sobretudo o tépico."’ Comparada ao uso sistémico, a
administracao topica do fotossensibilizador reduz o
risco dos efeitos indesejaveis’ e é extremamente van-
tajosa para tratamento das afeccoes da pele.
Farmacos do grupo das FC e suas respectivas
propriedades tém sido explorados quanto a seu
potencial uso oncolégico por meio de estudos com
cultivo ou implante nos modelos animais das variadas
linhagens de células cancerigenas.>”'* H4 um nime-
ro limitado de estudos usando TFD com ftalocianinas
topicas, cujos focos foram: o dano vascular na mem-
brana corioalantéide de galinhas” e as propriedades
fotofisicas e fotossensibilizantes das FC-Zn em pele
de camundongos.”*' A aplicacio topica de FC-Zn em
pele de camundongos Balb/c tem mostrado respostas
satisfatOrias quanto a sua absorcao, capacidade fotos-
sensibilizadora e seguranca. ***' As espécies hairless
sao freqientemente recomendadas, por evitar a
necessidade da raspagem dos pélos, que pode danifi-
car o estrato corneo e levar a variacio da permeabili-
dade. Em nossos ensaios, a linhagem bairless de
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: monoleina 5%

camundongos facilitou o uso das formulagoes tépicas
oclusivas e a visualizagio dos efeitos na pele da TFD
com a FC-Zn. Entretanto, vale considerar que a pele
do camundongo, freqientemente empregado em
estudos permeagio, parece constituir modelo de
maior permeabilidade do que a barreira cutanea
humana.”

A molécula de FC pode ser ligada a varias molé-
culas e ser substituida por diferentes componentes
na periferia. A natureza desse substituinte interfere
na captagao celular da FC e em sua capacidade de
fotossensibilizacao. A presenga de um metal central e
o grau de sulfonagio, ou outros substituintes perifé-
ricos que aumentem a solubilidade da molécula,
parecem influenciar a capacidade de fotossensibiliza-
¢40.%” A substitui¢io periférica do anel da FC (sulfo-
natacao) determina a solubilidade do corante, a hidro
ou lipofilicidade, a quantidade de cargas periféricas,
o tamanho da molécula e, conseqiientemente, a cap-
tacio e a retengio celular.” Como regra, quanto
menor o namero de grupos sulfonados, mais lipofili-
ca fica a molécula, permitindo maior penetragao celu-
lar e maior poder fotossensibilizador. No entanto, a
lipofilicidade nao € o unico fator determinante de oti-
mizacao da captacao celular e acao fotodiniamica.
Além da capacidade de captagio do corante, o grau
de agregacio e a localizacao intracelular dessas molé-
culas também influenciam a fototoxicidade. O acu-
mulo preferencial de FC na membrana plasmaitica,
nos microssomos € nas mitocondrias tem sido consi-
derado vantajoso para a¢io fotodinimica.®”’

A propriedade lipofilica da FC-Zn parece corro-
borar os resultados sugestivos de que o uso da for-
mulac¢ao emulsao seria discretamente mais vantajoso
comparado ao da formulacao gel. Em adigao, o acrés-
cimo da monoleina, como promotor de absorcao,
incrementaria a absor¢ao da Fc-Zn. Novos sistemas de
liberacao de farmaco tém sido propostos para otimi-
zacao da absorcao e da seletividade de biodistribui-
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FiGURA 1: Necrose degenerativa da epiderme na pele do
camundongo apds terapia fotodinamica com ftalocianina de
zinco (FC-Zn) (HE; aumento original 200x)

¢do dos agentes fotossensibilizadores.”'"'**

Nos cortes histologicos de pele, o edema e a
erosao associados a presencga de necrose degenerati-
va da epiderme indicam o resultado da acao fotodina-
mica e interagio do composto FC-Zn e fonte de luz de
670nm. O edema e as alteracoes histopatologicas dis-
cretas com o uso apenas da formulagio controle,
emulsio ou gel, e fonte de luz poderiam ser decor-
rentes da sensibilidade, da dose e/ou intensidade de
luz empregadas na pele do camundongo hairless. As
alteragdes macroscopicas e histopatolégicas foram
correspondentes e mais acentuadas nos animais que
receberam a emulsao da FC-Zn associada a monolei-
na, sugerindo a otimizacao da agao fotodinamica com
o uso dessa formulacao.

O sistema Fas-Fas ligante (FasL) tem papel cru-
cial na producao de sinal para apoptose, ou morte
celular programada. O receptor Fas é proteina de
superficie celular, pertencente a familia do fator de
necrose tumoral. A ligacio do Fas-ligante (FasL) a seu

A SRR
FIGURA 2: Imunoexpressiao de Fas na pele do camundongo.

Detalhe: auséncia de expressao de Fas no animal controle
(Fas-CD95; aumento original 200x)

receptor Fas expresso nas células induz a apoptose.
Virias células expressam ou passam a expressar o Fas,
enquanto o FasL é expresso predominantemente em
células T ativadas. O envolvimento da apoptose tem
sido demonstrado como resposta inicial na TFD, e
multiplas vias parecem estar envolvidas na morte celu-
lar mediada pela TFD. Ha consistentes evidéncias de
que o uso da TFD com FC em ensaios de cultura de
diferentes linhagens de células promove apopto-
se.""*"* Na avaliacio imuno-histoquimica dos cortes de
pele, a TFD com a emulsao FC-Zn-monoleina promo-
veu marcante imunoexpressio de Fas, o que corrobo-
ra o envolvimento da apoptose como mecanismo de
morte celular mediada pela TFD com FC-Zn.
CONCLUSAO

A fotoativagao da FC em 670nm coincide com
comprimentos de onda de maior capacidade de pene-
tragao nos tecidos biolégicos e é considerada vantajo-
sa para fotossensibilizador com uso potencial na TFD.
A presenca de edema e erosio da pele no exame cli-
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nico e a necrose degenerativa em todas as camadas da
epiderme nos cortes histolégicos de pele indicam o
resultado da acao fotodinamica e interacio do com-
posto FC-Zn e fonte de luz de 670nm. As alteragoes
macroscopicas e histopatolégicas foram correspon-
dentes e mais acentuadas nos animais que receberam
a emulsao da FC-Zn associada ao promotor de absor-
cao monoleina 5%. Tais resultados demonstram os
efeitos e a potencialidade clinica da FC-Zn t6pica para
uso em TFD e sugerem a otimiza¢ao da acao fotodina-
mica com emprego dessa formulagio. A imunoex-
pressao de Fas e as alteracoes histologicas sugerem o
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