dV O

OI1M1

PRINCIPIOS
FUNDAMENTAIS
DOS LASERSE _
SUAS APLICACOES

Anténio L. B Pinheiro
Paulo F. de Almeida

Luiz Guilherme P. Soares

23.1 INTRODUCAO

A luz, desde os primérdios da civilizagao, vem sendo utilizada com finali-
dades terapéuticas. O uso da helioterapia foi amplamente baseado em cren-
cas religiosas e supersticoes. Os homens pré-historicos endeusaram o sol e
consequentemente a luz solar, os quais foram considerados sagrados, sendo
a eles atribuida a capacidade de afastar maus espiritos capazes de provocar
doengas. Os deuses solares da Antiguidade eram considerados deuses da
saude e da cura.

Devido a baixa qualidade dos relatos referentes ao emprego da heliotera-
pia, sua eficicia é de dificil julgamento. Contudo, dados vindos das literatu-
ras grega e romana mencionam que essa modalidade terapéutica foi utilizada
largamente no tratamento da epilepsia, artrite, asma e obesidade. Nessas
culturas, o banho de sol era tido como uma atividade saudavel e um método
de medicina preventiva, como reconhecido por Her6doto no século VI a.C.

Simultaneamente a adoracao das varias formas de agentes emissores de
luz, esta foi utilizada pelos seres humanos de forma terapéutica e cientifica.
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Cientistas renomados dedicaram seus estudos a luz, como sir Isaac Newton,
a ponto de a fisica destinar um capitulo da sua drea do saber aos estudos
luminosos, a 6ptica. A dptica integrou o processo a partir do momento em
que a luz passou a ser entendida como a propria natureza. A luz é um fend-
meno essencial a vida do nosso planeta. Sobretudo, é ela que, quando pro-
vém do sol, e incidindo nas plantas, desencadeia o processo da fotossintese.
A planta ndo poderia viver sem luz; a vida animal ndo poderia existir sem a
planta e, principalmente, sem a fotossintese, que se opera na vegetacdo verde.

Compoe-se a luz de corpusculos denominados fétons, os quais se propa-
gam em ondas transversais. O foéton é uma particula subatomica despren-
dida por dtomos e dotada de alta energia luminosa, e diferencas de energia
resultam em diferentes cores. A propagacdo da luz no vacuo é sempre igual,
isto é, se processa sempre a mesma velocidade. A ultima medi¢ao da veloci-
dade da luz, efetuada em 1956, foi de 299.792,4 Km/s.

Quando a luz atravessa substancias materiais, seus raios sofrem ligeiro
retardamento, de acordo com o meio e também o angulo de saida. Por mais
simples, as indagac¢oes da ciéncia pedem respostas dificeis e demoradas. Para
a pergunta “o que é a luz?”, os cientistas tiveram que escrever grossos trata-
dos, realizar inimeras experiéncias e formular diferentes hipoteses.

A compreensdo do fato de que nossas sensa¢des visuais proviam da luz
retida pelos corpos foi revoluciondria e rendeu a éptica estudos mais deta-
lhados de fenomenos considerados de origem divina. O eletromagnetismo
e a mecanica quantica aliaram-se a dptica no subsidio a exploracio da luz
nas diversas areas do conhecimento humano. Dentro da fisica, a 6ptica € um
campo que lida ndo somente com a propagac¢ao da luz, mas também com a sua
produgio e, principalmente, com seus mecanismos de interagdo com a matéria.

Nos meios homogéneos e transparentes, a luz propaga-se em linha reta. A
propagacio é facilmente observada no nosso cotidiano, por exemplo: num
feixe de luz proveniente de um holofote; em qualquer processo de alinha-
mento Optico; em mira para atirar em um alvo; na formac¢do de sombras;
na formacdo de imagens; entre outras situa¢des. Em meios heterogéneos, a
luz ndo se propaga necessariamente em linha reta. Como exemplos, temos
a atmosfera terrestre, cuja densidade aumenta conforme decresce a altitude.
Em consequéncia disso, os raios provenientes dos astros se encurvam ao
se aproximarem da superficie terrestre, fendmeno conhecido como refra-
¢ao atmosférica. Esse fendomeno é conhecido como principio da propagacgio
retilinea da luz.

A propagagio da luz independe da existéncia de outros raios luminosos
na regiao que estes atravessam. Esse principio pode ser observado quando
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um palco é iluminado por dois feixes de luz provenientes de dois holofotes.
A trajetéria de um dos raios nio é modificada pela presenca do outro, ou
seja, cada um segue sua propria trajetdria, como se 0 outro nao existisse.
Esse aspecto é explicado pelo principio da independéncia dos raios de luz.

Outro principio é o da reversibilidade dos raios luminosos, no qual se
considera que um raio faz um percurso qualquer tanto na reflexio quanto
na refragdo. Se o raio de luz seguir o percurso no sentido contrario, a traje-
toria do raio sera a mesma. Esse principio também é conhecido como prin-
cipio do caminho inverso, que pode ser enunciado da seguinte forma: “A
trajetoria seguida pelo raio luminoso independe do sentido do percurso”.

No século XIX, varios métodos destinados a melhorar os resultados da
fototerapia foram introduzidos, dentre os quais o uso de lentes para foca-
gem da luz solar e o uso de caixas de vidros onde pacientes eram colocados
para receberem os raios solares. Downes e Blunt demonstraram que algumas
bactérias eram destruidas pela luz, sendo esse achado o precursor do uso
das radia¢oes ultravioletas (UV) para esterilizacao, tal qual usado nos dias
atuais. Posteriormente, varios tipos de lampadas foram testadas como fon-
tes de luz UV, e estas serviram de base para a actinoterapia, dissociando-se,
assim, a fotomedicina da luz solar como fonte da radiagao.

Como com quase tudo de importante que ocorreu na fisica no século
XX, o personagem principal para a 6ptica foi Albert Einstein. Foi ele quem
primeiro sugeriu que um feixe de luz ndo seria apenas uma onda eletromag-
nética, com suas caracteristicas usuais de frequéncia, amplitude e fase. Para
explicar certos fendmenos que atormentavam os fisicos da época, como por
exemplo o efeito fotoelétrico, Einstein propds que a luz seria composta por
entidades discretas (isto é, separadas e distintas entre si), com uma energia
proporcional a frequéncia da onda luminosa: os fétons.

Como dita a Optica, a luz é uma onda. E os fotons? Os fotons sio ambi-
valentes. Apresentam tanto caracteristicas tipicas de uma onda (frequéncia,
amplitude, fase e polarizacdo) como também de uma particula (momento e
localizacdo espacial). Os fisicos chamam isso de “dualidade onda-particula”
e garantem, com base na experiéncia, que essa dupla personalidade faz parte
da natureza da luz.

A origem do laser é discutida. O primeiro maser (microwave amplification
by stimulated emission of radiation) ou laser foi desenvolvido por Theodore
Maiman em 1960, embora tenha sido Einstein, em 1916, quem propiciou
o desenvolvimento tedrico do laser, com a publicagdo de seu tratado Zur
Quantum Theorie der Stralung. Foram Schawlow e Townes os enunciadores
dos principios segundo os quais todos os lasers operam. Contudo, Townes,



818 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

Basov e Prokhorov receberam o prémio Nobel em 1964, de modo que foi
creditado a eles o desenvolvimento da teoria das emisses espontdnea e esti-
mulada de radiacao.

Os principios que regiam a fisica do laser, antes de 1916, restringiam-se
aos principios de interacdo da matéria até entdo conhecidos. A teoria da
emissdo estimulada proposta por Einstein baseou-se na teoria quantica pro-
posta por Planck em 1900. Esta ultima discutiu as relacdes entre as quanti-
dades de energia liberadas por processos atomicos.

O trabalho de Einstein, por sua vez, versou sobre a intera¢do de atomos,
ions e moléculas com a radiagdo eletromagnética em termos da absorg¢ao
e emissdo espontanea de radiagdo. Com a aplica¢dao de principios termo-
dinamicos, Einstein concluiu que o terceiro processo de intera¢do, a emis-
sao estimulada, deveria existir, e nela a radiagcdo eletromagnética deveria
ser produzida por um processo atomico. Contudo, outros autores atri-
buem ao fisico americano Gordon Gold o desenvolvimento desse fantastico
sistema de selecio de ondas, que permitiu a obtencao de um feixe de luz
altamente concentrado.

O sistema foi batizado por Gold de LASER, abreviatura para a expressao
inglesa light amplification by stimulated emission of radiation (ou, em por-
tugués, amplificagdo de luz por emissdo estimulada), que viria a propiciar ao
mundo a abertura de novas fronteiras, revolucionando a ciéncia em diversos
campos, desde a microcirurgia até a exploragido espacial.

Embora tenha sido a proposicdo do terceiro principio que levou Scha-
wlow e Townes a descreverem os principios do maser, foi Gordon Gold
quem fez a primeira aplicacdo com sucesso da emissao estimulada de micro-
-ondas. Em 1960, Maiman conseguiu, pela primeira vez, a emissdo estimu-
lada de radiagio. Esta estava localizada na faixa visivel do espectro visual,
e foi obtida pela excitacio de uma roda de rubi (A [ 694 nm) com pulsos
luminosos intensos, resultando na gera¢ao do primeiro raio laser com emis-
sao no espectro vermelho.

O laser é uma forma de radiacao nao ionizante, altamente concentrada,
que, em contato com os diferentes tecidos, resulta, de acordo com o tipo do
laser, em efeitos térmicos, fotoquimicos e nio lineares. Sendo uma forma de
energia nao ionizante, ao contrario de outras formas de radia¢dao usadas tera-
peuticamente, como, por exemplo os raios X, gama e de néutrons, a radiagao
laser ndo é invasiva na grande maioria dos comprimentos de onda utilizados
com finalidade terapéutica, sendo muito bem tolerada pelos tecidos.
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23.2 LASER VERSUS LUZ

O fenomeno fisico chamado luz é bastante conhecido de todos que gozam
da propriedade de ver. Sao caracteristicas primdrias da luz a sua intensidade
e a cor. A intensidade de um feixe luminoso estd associada ao nimero de
fotons por segundo que chegam a uma determinada 4rea. O olho humano
é capaz de detectar luz de intensidade de apenas uns poucos fotons por
segundo focalizados através da iris. A mesma retina que detecta tal nivel
minimo esta capacitada a detectar intensidades da ordem de um trilhdo de
fotons por segundo sem danos permanentes.

A sensagdo de cor existe gracas a capacidade que o olho humano tem
de diferenciar fétons de diferentes energias. A regido do vermelho (menor
energia) sensibiliza pouco o olho humano, enquanto a regido do verde é a
que melhor o sensibiliza. Por outro lado, as frequéncias que correspondem
ao ultravioleta e ao infravermelho nao causam sensacio de visao.

O raio laser é um raio de luz; portanto, caracteriza-se primariamente
por cor e intensidade. O que faz o raio laser diferente da luz comum sio
certas propriedades inerentes a um fenéomeno chamado amplificacdo de luz
por emissdo estimulada. Qualitativamente, podemos entender a fisica desse
fendomeno através do modelo simplificado que se segue. Para tal, iniciamos
recordando a mecanica da geracdo de luz comum por um sistema atomico
ou molecular qualquer.

Um raio de luz, como o proveniente de uma ldmpada ou do sol, é o
resultado de varias transicoes eletronicas espontaneas de niveis de energia
previamente excitados para niveis de energia mais baixos. Esses niveis repre-
sentam estados energéticos permitidos de um sistema atomico ou molecu-
lar qualquer e sdo quantizados. Por tratar-se de processo espontaneo, cada
transicao ocorre sem nenhuma correlacio com as demais e, como resultado,
temos milhoes de “trens de onda” de cerca de um metro de comprimento,
viajando com altissima velocidade em todas as direcdes e sem qualquer rela-
¢ao de fase.

Quando um elétron é promovido para um estado excitado, ele tende a
permanecer em tal estado por um tempo médio que é caracteristico do sis-
tema ao qual pertence. A volta desse elétron para o estado fundamental é,
portanto, imprevisivel, e no maximo podemos afirmar que a emissdo de
fotons, decorrente de tal volta para o estado fundamental, ocorrera prefe-
rencialmente dentro de um tempo médio caracteristico do sistema. A este
fendmeno chamamos “emissio espontanea”.
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Ja o raio laser é ordenado, isto é, as emissOes provenientes de cada atomo
sao forcadas a ocorrer em uma unica direcio, e, além disto, em instantes
de tempo determinados pela “ordem” externa, configurando uma “emissao
estimulada”. E possivel ter uma visio leiga desse fenémeno acreditando na
seguinte assertiva: “Um dtomo excitado podera emitir radiagao antecipada-
mente caso um foton, proveniente de outro atomo semelhante, passe por ele.
A emissdo dar-se-a durante tal passagem, e o novo trem de onda incorpo-
rar-se-a ao trem de onda excitador, aumentando seu comprimento e aumen-
tando sua amplitude na regido em que os dois coincidirem”.

Agora que ja sabemos da existéncia de um tipo menos comum de emissao
de radiacdo, ou seja, a estimulada, podemos falar sobre as propriedades par-
ticulares do laser, entendendo, entdo, a sua origem.

A primeira aplicacdo do laser em medicina foi uma mera substituicdo
de equipamentos basicos em uma técnica ja conhecida da oftalmologia — a
fotocoagulacdo. A substituicio da lampada de xendnio por um laser trouxe
fabulosos beneficios para os tratamentos de fundo de olho, gracas, princi-
palmente, ao que chamaremos de “primeira propriedade do laser”, que é a
alta colimacao de seu feixe.

A “segunda propriedade particular” dos lasers refere-se a sua possibi-
lidade de fornecer altas densidades de poténcias de radiagdo, o que nao
deixa de ser, também, uma consequéncia direta da colimag¢do. Em princi-
pio, se arranjarmos um numero muito grande de dtomos, teremos no final
do percurso um pulso de luz muito intenso, e, se tivermos uma maneira de
transferir energia continuamente para os atomos, fazendo-os voltar sempre
para o estado excitado, teremos a manuten¢ao dos pulsos colimados, ou
seja, teremos uma fonte continua de luz de poténcia elevada que pode ser
focalizada em area diminuta.

A energia (E) eletromagnética é normalmente medida em joules (1 joule
equivale a 0,24 calorias), enquanto a poténcia (P) é medida em Watts. Uma
poténcia de 1 Watt significa que a fonte estd emitindo 1 Joule em cada
segundo, ou seja:

(Equagao 23.1) 1 Watt =1 Joule / 1 segundo = Joule /s
Portanto:

(Equacao 23.2) P=E/t
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em que t é o tempo gasto para transferir a energia E. Ja densidade de
poténcia, cuja unidade é Watt/m?, por defini¢ao, depende da area (A) que
recebe a energia radiante, sendo expressa da seguinte maneira:

(Equacdo 23.3) D (densidade de poténcia) = P/A

A “terceira propriedade particular” da luz laser é a monocromaticidade,
ou melhor, o alto grau de monocromaticidade da radiagdao. Essa proprie-
dade decorre do fato de a radiagdo laser ser produzida por um conjunto
de centros idénticos que participam sempre com a mesma transi¢ao eletro-
nica, emitindo fotons iguais. Casos especificos existem, também, em que um
determinado equipamento laser pode emitir diferentes feixes laser, cada um
com sua cor definida. E importante observar que apenas enumeramos as leis
por motivos didaticos, pois sua ordem ¢ irrelevante.

23.3 FOTOTERAPIA: UM PANORAMA DAS APLICACOES
DA LUZ EM DIVERSOS PROCESSOS BIOLOGICOS

A biotecnologia se aprimora a cada avango em suas plataformas associa-
das a inovacao nos processos biologicos. A biotecnologia industrial engloba
diversos setores: alimenticio, farmacéutico, cosmético, agricultura, na saude
de forma geral, dentre outros. A utilizagdo da luz como ferramenta terapéu-
tica para inumeras doengas vem ganhando espaco na biotecnologia indus-
trial, nao apenas na drea médica e estética, mas também no melhoramento
de métodos eficientes de detec¢do de micro-organismos patogenos ou nao,
por exemplo. Os estudos relacionados a fototerapia nesse campo do conhe-
cimento ainda s3o incipientes.

Uma técnica muito comum para verificar células sanguineas é a microdis-
secac¢ao. Estudo de Fink (2003)*° demonstrou que essa técnica aliada a mani-
pulagdo assistida por laser mostrou-se eficiente na acuracia para detectar
células sanguineas, as quais poderiam ser plaquetas ou ndo. Para a contagem
de células sanguineas, os analisadores automatizados passaram por avangos,
os quais determinam hoje com maior eficiéncia a diferenciacao dessas célu-
las, a partir da propriedade de dispersdo da luz, a absorbancia. Atualmente,
os analisadores incluiram a citometria de fluxo fluorescente, que fornece a
contagem diferencial através do laser.

Estudos iniciais sobre biorremediacdo de solos contaminados por hidro-
carbonetos foram realizados a fim de analisar o processo de biodegradagiao
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desses compostos por micro-organismos, utilizando para quantificar a libe-
ragdo de gas carbonico (CO,) a metodologia da absor¢ao na luz infraver-
melha. Dessa forma, é possivel analisar e verificar que determinados micro-
-organismos promovem altera¢des metabdlicas diferentes quando crescem
sobre o petréleo, através da luminescéncia induzida a laser.

A aplicacdo do laser ja foi efetuada para aprimorar a técnica de diagnods-
tico conhecida como amplificagio fagica para deteccio de micro-organismos
em amostras de alimentos. O principio da técnica envolve a utilizagdo de
milh6es de particulas fagicas sobre uma amostra, de modo que se os micro-
-organismos estiverem presentes na amostra, os fagos infectardo as células
especificas e as particulas fagicas excedentes serao neutralizadas por apli-
cacdo de laser e uma substancia fotossensibilizadora. Dessa forma, transfe-
rindo-se a amostra contendo os micro-organismos infectados para um meio
em placa com culturas reveladoras, ocorrerd a formacgao de placas de lise,
as quais podem ser quantificadas, de modo a representar a quantidade de
micro-organismos presentes na amostra original. O tipo de laser e fotossen-
sibilizador devem ser selecionados para nio afetar as células a serem detec-
tadas e os micro-organismos reveladores’!; isto é, somente podem afetar os
virus que estiverem livres.

A utilizacdo da luz laser em métodos de deteccao de organismos como
bactérias e leveduras vem ocorrendo em diversas pesquisas. Para detectar
micro-organismos deteriorantes da cerveja, por exemplo, destaca-se a cito-
metria de fluxo, que utiliza tecnologia a laser e métodos de coloracdo para a
deteccao de micro-organismos em liquidos escoando através de um pequeno
orificio. O uso do equipamento que detecta com maior sensibilidade o CO,
pode auxiliar no entendimento dos processos metabdlicos realizados pelos
micro-organismos na biorremediacdo e biodegradag¢dao de substancias dis-
persas no solo.

A tecnologia laser vem sendo largamente utilizada em experimentos com
materiais biologicos, com o objetivo de averiguar a possibilidade de utiliza-
¢do desse equipamento para andlises nos setores de agricultura, veterindria
e alimentos, através da andlise das imagens geradas pelo laser. Oliveira!”
pesquisou a viabilidade de sementes, umidade do solo, umidade de sementes,
analise da qualidade de sémen animal, entre outras, buscando inserir a téc-
nica laser em pesquisas relativas as ciéncias agrarias, devido ao seu potencial
na deteccao de diferengas na atividade biolégica dos materiais.

O avango nas técnicas laboratoriais em anadlises clinicas é de grande
necessidade, uma vez que permitird a minimizagao de aliquota coletada,
com os riscos biolégicos ocupacionais, minimiza¢ao de custos de analise,
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conscientiza¢ao ambiental e rapidez e precisao analitica. Em estudo recente?’,
foi observado que o uso de tecnologias limpas de analise, como a espectros-
copia no infravermelho com transformada de Fourier (do inglés, Fourier
transform infrared spectroscopy — FI-IR), associada aos métodos de analise
multivariada, é capaz de detectar alguns fungos como a Candida sp. a partir
de pouca biomassa.

As técnicas de microscopias confocal de varredura a laser (do inglés,
confocal laser scanning microscopy — CLSM) e de imagem da vida de fluo-
rescéncia (do inglés, fluorescence lifetime imaging microscopy — FLIM) sdo
capazes de fornecer informacdes importantes sobre a concentragao e a dis-
tribui¢do espacial de um fluor6foro dentro de uma amostra, uma vez que
essa molécula tem um tempo de decaimento da fluorescéncia caracteristica
que varia em funcdo dos microambientes. Ao aplicar essas técnicas sobre
biomassa pode-se, por exemplo, investigar a degradacdo de lignina e celu-
lose. Essa aplicagdo sera de grande importancia para o desenvolvimento de
métodos uteis as biorrefinarias para a geracao de diversas substancias qui-
micas e biocombustiveis, bem como para a busca de fontes que substituam
o petr6leo na industria petroquimica.

Ainda sobre o processo de deteccio de micro-organismos, o uso da luz
laser tem ganhado destaque nas andlises de estrutura e mensuragao de aglo-
merados celulares, como visto no trabalho de Ronnest e colaboradores'°,
que demonstra a importancia da difracido laser como instrumento de compa-
ra¢do com a analise de imagem de grupos celulares de Streptomyces coelicor.

O avango tecnologico dos aparelhos de microscopia eletronica trouxe
maior acuracia na identificacdo de estruturas em dimensiao molecular. Uma
técnica que utiliza a luz monocromatica e tem ganhado espag¢o em estudos de
verificacdo de estruturas quimicas e moleculares é a espectroscopia Raman.
Algumas pesquisas demonstram que essa é uma das técnicas eficientes de
analises de biomateriais como ossos, por exemplo. Jablonski’ verificaram
ossos de ratos que haviam recebido estroncio, para tratamento da osteo-
porose, de modo que essa substancia poderia estar presente em diferentes
formas quimicas. O estudo foi realizado com o auxilio de outras técnicas
de analise.

A detec¢do de compostos toxicos em residuos industriais torna-se cada
vez mais importante, a fim de evitar o acimulo de metais pesados, por exem-
plo, e outros compostos nocivos a micro-organismos de interesse indus-
trial (algas). A espectroscopia induzida por laser vem sendo utilizada com
o objetivo de aumentar a sensibilidade e seletividade em dguas residuais
industriais, para o controle de fons metalicos. Essa caracteristica da técnica
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podera se estender a monitorizacao da produ¢do em massa de biocombusti-
veis comerciais e a industria alimenticia.

A investiga¢do em biotecnologia constitui um campo bastante amplo para
acompanhar as possibilidades oferecidas pela aplicagdo da tecnologia fotd-
nica, combinando diversas dreas técnicas, incluindo fontes e sensores de luz,
bem como tecnologia de bioensaios.

Na biotecnologia industrial, a acao do laser pode ser descrita através
da produg¢do de metabdlitos secundarios de fungos. Siqueira'®3 observara
a a¢ao de um laser de baixa intensidade na produ¢iao de compostos de um
dermatéfito Trichophyton rubrum, fungo causador de dermatomicoses. A
partir desse estudo, notou-se a importancia do laser GaAlAs. Este apresen-
tou efeitos no metabolismo celular e alteracio de morfologia e da taxa de
crescimento da colonia in vitro.

23.4 FOTOTERAPIA: UM PANORAMA DAS
APLICACOES DA LUZ NA SAUDE

A luz vem sendo utilizada com finalidades terapéuticas ha muito tempo,
desde os primérdios. Relatos de 1400 a.C relevam o uso de combinacdes de
plantas e luz solar para o tratamento de doencas como vitiligo e psoriase. Em
razdo da evolugao de conceitos e teorias a respeito da luz, que passa por cien-
tistas renomados como Hertz em 1887, Planck em 1890 e Einstein em 19035,
estudos cada vez mais especificos vém sendo realizados com o auxilio da luz.

Atualmente, a fototerapia monocromadtica (laser e LED) tem sido empre-
gada nos tratamentos de ictericia, em reparo e cicatrizacao de lesdes como
mucosite e herpes; em articulacdes, como nas disfun¢des temporomandi-
bulares (DTM) e nevralgias; na estética, através da remogao de tatuagens e
na luta contra o envelhecimento. Recentemente, uma nova modalidade vem
surgindo: a terapia fotodinamica (TFD), que utiliza corantes fotossensiveis
com o objetivo de atingir determinadas células-alvo, de modo a elimina-las,
podendo ser utilizada no tratamento do cancer ou contra micro-organismos.

23.4.1 Fotobiomodulacao laser

A absorc¢ao da luz laser pelos tecidos pode resultar em quatro processos:
fotoquimico, fototérmico, fotomecanico e fotoelétrico. Por causa do grande
numero de efeitos clinicos que esses processos ocasionam, eles podem ser
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subdivididos de acordo com a sua manifestacio clinica. No grupo dos efei-
tos fotoquimicos podemos incluir a biomodulagdo, que é o efeito da luz laser
sobre processos moleculares e bioquimicos que normalmente ocorrem nos
tecidos, como, por exemplo, a cicatrizagao de feridas e o reparo 6sseo'?s.

A fototerapia laser possui uma capacidade, dependente do comprimento
de onda, de alterar o comportamento celular na auséncia de aquecimento
significativo. A dispersdo da luz laser no tecido é muito complexa, pois
os componentes do tecido influenciam a dispersio da luz. Os efeitos da
fototerapia laser nos ossos ainda sdo controversos, com estudos anteriores
mostrando resultados diferentes ou conflitantes. E possivel que o efeito da
fototerapia laser sobre a regeneracdo Ossea dependa nio s6 da dose total de
irradiacdo, mas também do tempo e modo de irradiacao'*’.

Foi demonstrado em varios estudos, iz vitro e in vivo, que a fotobiomodu-
lagdo laser (FBML) no nivel celular estimula o fotorreceptor citocromo-C-o-
xidase, resultando no aumento do metabolismo e producio de energia, conse-
quentemente aumentando o metabolismo oxidativo mitocondrial e iniciando
uma cascata de reacoes celulares que modulam o comportamento bioldgico, a
angiogénese, macrofagos e linfocitos; a proliferaciao de fibroblastos e sintese
de colageno; a diferenciacao de células mesenquimais em osteoblastos, entre
outros, acelerando, assim, o processo de reparacdo Ossea'!.

No reparo 6sseo, estudos demonstraram que a fototerapia laser na faixa
do infravermelho préximo (FTL-IVP) é a mais adequada, devido a sua maior
profundidade de penetracdo no tecido, quando comparada com a fototera-
pia laser emitida no espectro visivel da luz. Seus resultados indicam que a
area Ossea irradiada com FTL-IVP apresenta prolifera¢ao dos osteoblastos,
deposi¢ao de colageno e neoformacio Ossea. Sabe-se que esse efeito estimu-
lador sobre os ossos ocorre durante a fase inicial da prolifera¢iao de fibro-
blastos e osteoblastos, bem como durante a fase inicial de diferenciacao de
células mesenquimais. A proliferag¢do fibroblastica e 0 aumento de sua ativi-
dade foram observados previamente em individuos irradiados e culturas de
células, sendo este o fator responsavel pela grande concentragdo de fibras de
colageno vistas dentro do osso irradiado?3-56:138-140,

23.4.2 Fotobiomodulacéao LED

A terapia com luz é um dos métodos terapéuticos mais antigos utilizados
pelos humanos. O uso dos LEDs como fontes de luz viria a ser o proximo
passo no desenvolvimento tecnologico da terapia com luz®.



826 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

LED ¢ a sigla, em inglés, para light emitting diode, que em portugués
significa diodo emissor de luz. Esse tipo de emissdo é diferente dos lasers,
que produzem emissdo estimulada e amplificada de radiagdo. Inicialmente,
se atribuia os efeitos do laser a coeréncia, mas foi mostrado que fontes nao
coerentes como 0s LEDs também alcangavam bons resultados®!.

O uso da fototerapia LED cresceu ap6s resultados positivos demonstra-
dos pela fototerapia laser na melhora do reparo 6sseo em vdarios mode-
los!0%112113 " porém ainda ha poucos relatos sobre o uso da fototerapia LED
nesse processo, principalmente quando da sua associacdo aos biomateriais.
Experimentos em dimensdo celular evidenciaram que tanto a luz coerente
como a ndo coerente, nos mesmos comprimentos de onda, intensidade e
tempo de irradiagdo, promovem efeitos bioldgicos semelhantes®%. O
sucesso do uso do LED em vdrias dreas confirma essa afirmagao!”".

O aumento na deposicdo de coldgeno ap6s a irradiacdo com LED foi
documentado em culturas de fibroblastos e em modelos humanos nos quais
foi observada também a diminui¢dao da colagenase'® na cicatrizagao tecidual
em modelos de queimadura de terceiro grau cicatrizantes e em lesdes bolho-
sas humanas'®. Ha evidéncias de que a luz produzida por LEDs, nos mesmos
comprimentos de ondas bioestimulatérios de estudos anteriores com o laser,
tem efeitos bioquimicos similares.

Estudos recentes mostram que a fototerapia LED induz um processo de
reparo mais rdpido, com presenca de osso neoformado de boa qualidade.
Essas caracteristicas sdo observadas em diversos estudos nos quais foi utili-
zada a fototerapia laser com parametros semelhantes. Parece provavel que
os efeitos benéficos do LED sido similares aqueles do laser. E possivel que
o mecanismo envolvido seja similar, com a absorcdo da luz pelo citocro-
mo-C-oxidase presente na membrana mitocondrial. Apesar do crescimento
das aplicacoes bem-sucedidas da fototerapia LED em diversas areas, seu
uso no reparo 0sseo e associado a enxerto de biomateriais precisa ser mais
estudad0109,]]2,1]3‘

A fototerapia na ictericia consiste na colocacio do neonato sob uma
fonte de luz fluorescente. A luz absorvida degrada a bilirrubina impregnada
na pele, transformando-a em derivados hidrossoltaveis que serdo eliminados.
A eficacia desse tratamento depende da intensidade da luz emitida pelos
aparelhos, de ter espectro de emissdo proximo ao da absor¢do da bilirru-
bina, da idade pds-natal do recém-nascido (RN), da idade gestacional, do
peso de nascimento, da causa da ictericia e do valor de bilirrubinemia no
inicio do tratamento.



Principios fundamentais dos fasers e suas aplicagdes 827

De acordo com os resultados de Leal e colegas®’, a terapia com laser
HeNe apresentou boa resposta em relagdo ao reparo tecidual. Ainda nesse
estudo, os efeitos biologicos do laser de baixa poténcia tém sua fungio
baseada em um processo fotobioldgico, que consiste na absor¢io molecular
de energia luminosa depositada e transformada em energia vital. A literatura
pertinente ao tema reparo tecidual e os experimentos realizados por Lins e
colegas® parecem indicar claramente a ocorréncia de multiplos efeitos bioes-
timulantes mediados pelo laser, inclusive eventos celulares (proliferagao
epitelial, endotelial e fibroblastica, elevada sintese colagénica, diferencia-
¢ao dos fibroblastos em miofibroblastos, movimentag¢ao celular dos leucoci-
tos, fibroblastos e células epiteliais e aumento da atividade fagocitaria dos
macrofagos) e vasculares (angiogénese e vasodilata¢do), que desempenham
importante papel na aceleragdo do processo de reparo de tecidos injuriados.

Os resultados obtidos por Minatel e colaboradores!* corroboram as evi-
déncias de que a fototerapia por meio de LEDs a A 600 nm a 1.000 nm
promove o reparo tecidual. Ainda sobre LED e reparo tecidual, Meyer e
colegas!® concluiram que o emprego da fototerapia ndo colimada verde (A
515 nm a 525 nm) e vermelha (A 620 nm a 630 nm), durante seis minutos,
produziu resultados qualitativos na formagao da cicatriz de segunda inten-
¢do (que ocorre quando uma ferida apresenta as margens afastadas e forma-
-se um grande coagulo). Entretanto, faz-se necessaria a realizagdo de mais
pesquisas que utilizem o LED em comprimentos de onda fora do espectro
vermelho e infravermelho32.

A deficiéncia de ferro (anemia) prejudica a formac¢io da hemoglobina,
bem como o transporte de oxigénio. O processo de cicatriza¢dao envolve inu-
meras fun¢des, muitas das quais sao dependentes da presenga de oxigénio.
Com base nos resultados de Sampaio e colaboradores'*’, o laser melhora a
angiogénese, aumenta o suprimento de sangue, a proliferacio e a fungdo de
células. Além disso, concluiram que a utilizagdo de luz LED A 700 = 20 nm
causou um significativo impacto positivo de biomodulacdo da proliferacio
de fibroblastos sobre animais anémicos, e a irradiagao com laser (A 660 nm)
foi mais eficaz em aumentar a proliferagio em animais ndo anémicos.

De acordo com sua pesquisa realizada em ratos albinos, machos e idosos,
Couto® verificou que o tratamento com a luz coerente e ndo coerente favo-
recem o processo de reparo epitelial, sendo que os animais tratados com a
luz ndo coerente (LED) no comprimento de onda do A 640 = 20 nm apresen-
taram melhores resultados quando comparados com a luz coerente (laser)
no comprimento de onda A 660 nm.
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A mucosite oral (MO), uma lesdo que ocorre na superficie da mucosa
oral, é muito desconfortavel, passivel de sofrer infec¢des secundarias e com-
prometer o estado de saude geral do individuo*. Afeta, principalmente,
pacientes com cancer e os que sao submetidos a transplantes, devido as altas
doses de quimioterapia e/ou radioterapia®. A prevencdo e o tratamento da
mucosite oral tém sido empirica e amplamente afetadas pela higiene oral,
por medicacdes como analgésicos, antibidticos e anti-inflamatérios e pelo
préprio sistema imunolégico do paciente. A terapia com laser de baixa
intensidade produz cicatriza¢do de feridas, e o uso profilatico desse trata-
mento parece reduzir a incidéncia de lesdes severas de MO®7?,

No trabalho de Volpato!®3, houve uma baixa na incidéncia da mucosite
oral, independentemente da fonte de luz utilizada. Além disso, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos irradiados com laser
e LED sobre a incidéncia e severidade da mucosite oral, utilizando o mesmo
protocolo em ambos os casos.

O herpes simples é uma infec¢do ulcerativa mucocutanea de caracteris-
tica cronica, que pode ser recorrente e que tem como agente etiologico duas
cepas do virus herpes simples (HSV). O herpes labial é de interesse estoma-
tologico porque representa uma das viroses que mais frequentemente aco-
mete a cavidade bucal. O uso de antivirais topicos ou sistémicos ainda é
amplamente recomendado para o tratamento das lesdes; entretanto, tem-se
observado a emergéncia de estirpes resistentes a alguns antivirais. O laser
terapéutico de baixa intensidade e poténcia atuam como anti-inflamatorio
e analgésico, que, somados ao seu poder bioestimulante, diminui o descon-
forto logo apds a primeira aplicagdo e acelera a reparac¢do, promovendo
bem-estar e melhora na qualidade de vida desses pacientes.

Park e colegas'?’ realizaram uma pesquisa em 28 pacientes com herpes-
-z0ster, uma doenca provocada por uma variante do herpes-virus, que causa
lesdes cutaneas e dor intensa. Nesse estudo, pode-se observar que o grupo
de pacientes tratados com fototerapia LED alcancou uma cicatriza¢do mais
rapida do que o grupo controle. Também foi constatada a reducao da dor,
provavelmente devido ao efeito anti-inflamatério atribuido ao LED.

Segundo a Academia Americana de Dor Orofacial, a disfun¢do temporo-
mandibular (DTM) é definida como um conjunto de disturbios que envol-
vem os musculos mastigatorios, a articulagdo temporomandibular (ATM) e
estruturas associadas. Dentre os sintomas, os mais relatados sao dores na
face, na articulagao temporomandibular (ATM) e/ou nos musculos mastiga-
torios, dores na cabega e na orelha, além de zumbido, plenitude auricular e
vertigem.
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Baseado no estudo de Frare e Nicolau*’, 20 pacientes com DTM foram
selecionados e submetidos a fototerapia utilizando o laser de baixa poténcia
de arseniato de galio (A 904 nm). Pode-se concluir que a fotobiomodulagao
do laser promove resultados satisfatorios no controle do quadro doloroso de
pacientes com DTM, podendo ser indicada como método eficaz e nio inva-
sivo. Outros autores corroboram estes resultados, ressaltando o alivio da
dor e o restabelecimento da fun¢do promovidos pela fototerapia®!?°. Porém,
os autores sugerem que novos estudos sejam realizados, principalmente para
o esclarecimento do protocolo terapéutico.

A sindrome da fibromialgia caracteriza-se por rigidez e dores no sistema
musculoesquelético de intensidade variada e difusa, com maultiplos pontos
dolorosos. A etiologia ainda é desconhecida; a condicao parece ser uma
forma de reumatismo cronico, mas nao inflamatoério. Carvalho e colegas?
realizaram uma pesquisa na qual quatro pacientes com diagnostico firmado
de fibromialgia foram submetidos a duas aplica¢ées de LED por semana, nas
regides dolorosas e no ponto de acupuntura C7, durante quatro semanas,
totalizando oito sessdes. Todos os pacientes apresentaram diminuiciao da dor
ap6s as aplicacoes do LED, com redugio das regides dolorosas.

De acordo com a Associa¢do Internacional de Estudo da Dor, a nevral-
gia do trigémeo é uma neuropatia definida como uma dor facial cronica,
de curta duragdo, lancinante, recorrente, geralmente unilateral, devido a
uma desordem do quinto nervo craniano. Causa episddios de dor intensa
nos olhos, labios, nariz, cabeca e mandibula. Devido a presenga de mui-
tos pacientes com resisténcia a intervenc¢ao farmacologica, algumas opg¢oes
nio medicamentosas tém sido estudadas. O laser terapéutico pode ser uti-
lizado em varios procedimentos clinicos para tratamento da dor e media-
¢ao dos processos inflamatorios com cura acelerada, sendo uma modali-
dade altamente eficaz no tratamento da dor facial intratavel, assim como na
nevralgia trigeminal.

A terapia a laser ganhou muita popularidade no tratamento de lesdes
pigmentadas da pele e tatuagens. Ela trabalha com o principio da fototer-
molise seletiva, gerando pulsos ultracurtos de alta energia e poténcia, com
um efeito fotoacustico adicional. O comprimento de onda de A 1064 nm
¢ seletivamente absorvido pelos cromoéforos, tais como particulas de tinta
e melanina.

O envelhecimento cronoldgico ou intrinseco é determinado genetica-
mente; e o envelhecimento extrinseco, também chamado fotoenvelheci-
mento, ocorre por exposi¢ao a radiacdo ultravioleta. Patriota e colegas!?!
realizaram uma pesquisa com 26 mulheres, com idades entre 40 e 65 anos,
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submetidas a aplica¢do da luz intensa pulsada. Concluiram que a luz intensa
pulsada constitui boa op¢do de tratamento para o fotoenvelhecimento cuta-
neo, sendo uma técnica nao ablativa, segura e eficaz.

O uso da fototerapia terapéutica como uma modalidade na dermatologia
¢ uma boa op¢do hoje em dia. Através de um estudo da prevaléncia das der-
matoses encaminhado a unidade de fototerapia, Casara e colegas®* compro-
varam a importancia de avaliar a relevancia da manutencio e atualizagdo
dessa modalidade terapéutica.

Na dermatologia pode-se classificar os lasers, de acordo com as suas fun-
¢oOes e aplicagoes clinicas, em:

1) Lasers de corte e de vaporizagao.

2) Lasers vasculares.

3) Lasers pigmentares.

4) Lasers depilatorios.

5) Lasers de rejuvenescimento nao ablativo.

Tém diversas indicacoes, tais como em angiomas e hemangiomas, verru-
gas virais, remoc¢ao de tatuagens, na acne, na medicina estética com o reju-
venescimento e, mais recentemente, na terapia fotodinamica.

Através de um ensaio clinico, 10 mulheres entre 48 a 65 anos de idade
(média de 57,5 anos) foram selecionadas e submetidas a 20 sessoes de LED,
duas sessdes por semana, com luz vermelha A 630 nm por 30 minutos. Con-
cluiu-se que o tratamento com LED para o rejuvenescimento foi bastante
eficiente em relacdo ao grau de melhora.

Vale ressaltar que os resultados obtidos com a laserterapia para prevenir
e/ou melhorar as rugas ndo podem ser comparados com resultados de cirur-
gias plasticas ou outros métodos curativos. A utilizagdo desse laser de CO,
(ndo abrasivo/nio invasivo) corresponde a realizagdo de um peeling térmico,
no qual a luz emitida agira de maneira mais efetiva depois da segunda ses-
sdo0, pois s6 assim ele terda capacidade de penetrar profundamente, tornando-
-se cada vez mais eficaz quanto a melhoria do aspecto cutaneo.

23.5 LASERTERAPIA NOS PROCESSOS
DE CICATRIZACAO E REPARO

O limiar de sobrevivéncia da célula depende do tecido em que esta
localizada e do seu estado fisiologico. O laser de baixa intensidade tem a
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propriedade de estimular a membrana plasmatica e as membranas mitocon-
driais, induzindo a célula a biomodulagido, ou seja, estimulando o estado de
normalizagdo da regido afetada. Esse tipo de terapia passou a ser chamado
de laserterapia. Quando a laserterapia é usada no espectro eletromagnético
visivel, existe uma fotobioestimulagdo inicial na mitocdndria, a qual ativa
uma cadeia de eventos bioldgicos. Quando a irradiagdo ocorre no espectro
infravermelho, ha estimulo dos canais da membrana plasmatica, resultando
em mudangas na permeabilidade da membrana, temperatura e gradiente de
pressdo. Tanto a luz visivel quanto a infravermelha podem ser absorvidas
por diferentes componentes da cadeia respiratoria celular, como os cromé-
foros na citocromo-C-oxidase ou porfirinas, o que resulta na producio de
espécies reativas de oxigénio ou radicais superéxido.

A radiagdo emitida pelos lasers em baixa poténcia tem demonstrado efei-
tos analgésicos, anti-inflamatorios e cicatrizantes, sendo, por isso, bastante
utilizada no processo de reparo tecidual. Sao observados os efeitos terapéu-
ticos de morfodiferencia¢do e proliferacao celular, neoformacio tecidual,
revasculariza¢do, reducio do edema, maior regeneracio celular, aumento da
microcirculagdo local e permeabilidade vascular. Portanto, a terapia a laser
apresenta-se como uma alternativa para processos que apresentem reagao
inflamatoéria, dor e necessidade de regeneracio tecidual.

O processo de reparo constitui uma reagao tecidual dindmica, que abarca
os seguintes fendomenos: inflamacao, proliferacdo celular e sintese de elemen-
tos constituintes da matriz extracelular, incluindo as fibras coldgenas, elasti-
cas e reticulares. A absor¢cdo molecular da luz laser permite um aumento do
metabolismo celular, caracterizado pela estimulacdo de fotorreceptores na
cadeia respiratoria mitocondrial, alteracdes nos niveis de ATP celular, libera-
¢ao de fatores de crescimento e sintese de colageno. A acelera¢do da micro-
circulagido resulta em alteragdes na pressao hidrostatica capilar, com reab-
sor¢ao do edema e eliminac¢do do acimulo de metabdlitos intermediarios.

23.5.1 Reparacao tecidual tendinea

O tecido tendineo, classificado como tecido conjuntivo denso, é a inter-
face entre o tecido contratil e o ndo contratil e tem como funcio transmitir
a forca produzida pelo musculo para o osso, tornando possivel o movimento
articular®!4,

O tendao é constituido por células (fibroblastos) e matriz extracelular, na
qual estdo imersas proteinas fibrosas de colageno e elastina, proteoglicanas,
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glicoproteinas e mucopolissacarideos. O coldgeno é o maior componente da
matriz extracelular, compreendendo cerca de 90% do peso umido do tendao.
Os tenddes consistem em feixes paralelos de fibras colagenas firmemente
agrupadas, tendo entre elas fileiras de fibroblastos formando um tecido
denso e modelado, orientando as fibras do tendao e tornando-o resistente a
uma resposta tensora. Os feixes de colageno do tendao, denominados feixes
primarios, se agrupam com feixes menores, denominados feixes secundarios,
onde sdo envolvidos por tecido conjuntivo frouxo contendo poucos vasos
sanguineos e nervos, que dao suprimento aos tendoes. Por haver baixa vas-
cularizagdo, oxigena¢do e nutri¢do, o tenddo possui baixa capacidade de
regeneracao.

Lesoes do tecido conjuntivo, como ruptura do tendio e tensdes ligamen-
tares, sio comuns, principalmente entre atletas. Ao contrdario da maioria
dos tecidos moles, cujo tempo de reparo dura em média de sete a dez dias,
os tenddes necessitam de pelo menos seis semanas. Essas lesoes sdo causa de
preocupacdo para os cirurgides que irdo reconstrui-los, pois a sutura de um
tenddo é uma das mais decepcionantes interveng¢des cirurgicas, devido a for-
magao frequente de aderéncias nesse tipo de tecido, impedindo que o tenddo
recupere sua fung¢do. Durante esse periodo, geralmente o paciente é imobi-
lizado para evitar rupturas, o que causa inumeras complicac¢des funcionais,
retardando o processo de reabilitagdo. Portanto, torna-se necessaria a elabo-
racdo de estudos com o objetivo de melhorar o reparo tendineo, reduzindo o
tempo de recupera¢io, de imobiliza¢do e o retorno as atividades rotineiras.

Arruda e colaboradores® estudaram a influéncia da terapia laser de baixa
intensidade na organizacao das fibras de coldgeno durante o reparo do ten-
dao calcaneo de ratos. Para isso, os autores utilizaram 37 ratas da raca
Wistar (Rattus norvegicus albinus), com cinco semanas de idade, como
cobaias. A lesdo foi realizada, apds anestesia, no terco médio do tendao
calcaneo, onde foi feita a tenotomia total por cisalhamento transversal. Para
tratamento da lesdo, foram utilizadas duas fontes de luz nos seguintes para-
metros: um diodo GaAs, com comprimento de onda A 904 nm e poténcia de
pico de 15 W, pulsado na frequéncia de 2000 Hz, dose de 3 J/cm?, didmetro
do feixe de 0,07 cm?, duracdo de pulso de 180 ns, resultando em um tempo
de aplicagao de 9 segundos; e um diodo de AlIGalnP com 1670 nm e poténcia
de 30 mW, continuo, dose de 3 J/cm?2, area do feixe de 0,02 cm?2 resultando
em um tempo de aplicacdo de 6 segundos.

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos: grupo
GA (n = 8): submetido a irradiag¢do pelo laser infravermelho (GaAs);
grupo GB (n = 8): submetido a irradiagdo laser vermelho (AlGalnP); grupo
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GAB (n = 8): irradiacdo com a associa¢ao dos dois tipos de laser, resultando
em um tempo de aplicacdo total de 15 segundos; grupo GP (n = 7): controle
sem lesdo e ndo tratado; grupo GCL (n = 6): lesado e submetido a um tra-
tamento placebo.

A terapia laser teve inicio 24 horas ap6s a tenotomia e constou de 12 ses-
sOes consecutivas e ininterruptas, realizadas por meio da técnica de contato,
num angulo de 90° em relacdo a superficie da drea lesada. Dois dias apos a
ultima sessao, os animais sofreram eutandsia e seus tendoes foram retirados
para analise da birrefringéncia. Os melhores resultados foram obtidos no
grupo GAB, tratado com a associacdo dos dois tipos de laser, o que permite
inferir uma sinergia de a¢ao dos lasers vermelho e infravermelho préoximos
no reparo do tecido conjuntivo no tendio de ratos.

Em outro estudo recente, publicado em 2005 por Salate et al.'®3, cujo
objetivo era analisar o efeito de diferentes irradidncias na angiogénese, um
componente essencial do tecido de reparacdo, em rupturas parciais de ten-
dao de Aquiles de ratos, um total de 96 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus) foram utilizados. As cobaias foram igualmente subdivididas em
grupos submetidos ao tratamento com laser em trés, cinco e sete dias ou
para tratamento placebo em trés, cinco e sete dias pos-lesdo, comegando
no mesmo dia da ruptura. Para a indugdao da lesao, os autores utilizaram
um método distinto do utilizado no artigo anterior. O membro posterior
direito foi colocado em tragao, e o tendao de Aquiles foi posicionado no
equipamento para fazer uma lesdo parcial. Um peso de 186 g colocado 20
c¢m acima do animal caiu sobre o tendio numa energia potencial de queda
de 364,9 m].

O tendao lesionado do grupo teste foi tratado em um unico ponto com
laser continuo de InGaAIP, que emite luz com A 660 nm de comprimento de
onda, por um periodo de 10 segundos. Um dos grupos teste (24 animais)
recebeu 10 mW de poténcia de saida, com uma dose de 2,5 J/cm? todos os
dias, no mesmo periodo, durante trés (n = 8), cinco (n =8) e sete dias (n =
8) a partir do mesmo dia da lesao, cerca de seis horas depois. No segundo
grupo teste (24 animais), a poténcia e a dose variaram e os outros parame-
tros foram mantidos: 40 mW de poténcia de saida, com uma dose de 10 ]/
cm?. Um grupo controle (n = 24) foi submetido a tratamento placebo, e o
outro (n =24) foi mantido nas suas respectivas gaiolas durante trés (n = 8),
cinco (n = 8) e sete dias (n = 8), sem qualquer intervengao.

Passadas 24 horas apds o ultimo tratamento, os animais foram sacrifica-
dos e os respectivos tecidos tendineos foram analisados por meio da técnica
histologica. Um total de cinco areas de igual tamanho foi determinado, e
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o namero de vasos foi contado nessas areas por um sistema de medicao de
video. Os resultados indicam que o nimero de vasos estava acentuadamente
aumentado em ratos tratados com laser em compara¢do com os dois gru-
pos controle. O estudo mostrou que o laser de baixa intensidade de A 660
nm foi eficiente no aumento da angiogénese, durante o reparo do tendio.
No entanto, a resposta da irradiacao em células parece ser dependente dos
parametros utilizados. O tratamento com 40 mW durante 10 segundos pro-
moveu aumento da neovascularizacido de partida depois de trés dias de apli-
cagdo. Ja o tratamento com poténcia de 10 mW mostrou mais vasos cinco
dias apos a irradiacdo. No sétimo dia, o grupo irradiado com 40 mW teve
menor numero de vasos do que o observado no quinto dia.

Diversos pesquisadores tém estudado varias modalidades terapéuticas
com o objetivo de acelerar o processo regenerativo, e assim demonstraram
que a fotobiomodulagado, através da radiacio laser de baixa intensidade com
os diferentes comprimentos de onda, interage de diferentes formas no reparo
tendineo, com efeitos positivos®. A utilizacao de diferentes metodologias e
pardmetros durante os experimentos dificultam uma comparag¢ao mais acu-
rada entre os trabalhos, o que repercute numa dificuldade de padronizagao
na pratica clinica.

23.5.2 Reparacao tecidual cutdnea

A pele é um dos maiores 6rgdos do corpo humano, correspondendo
a 16% do peso corporal, e representa a interface do organismo com o
ambiente externo. Esse 6rgdo cutaneo recobre a superficie do corpo e apre-
senta-se constituido de duas camadas originadas de dois folhetos germinati-
vos distintos. A epiderme € o tecido epitelial de superficie, derivado do ecto-
derma cutaneo. A derme é a camada mais profunda, constituida de tecido
conjuntivo denso, nio modelado, derivado do mesoderma. A rede de
tecido conjuntivo embriondrio, ou mesénquima, derivado do mesoderma,
forma o tecido conjuntivo da derme. Abaixo e em continuidade com a derme
encontra-se a hipoderme, que ndo faz parte da pele, mas a mantém unida
aos 6rgaos.

Com multiplas fungdes, este grande 6rgao atua na fungao de protecdo do
organismo contra agentes fisicos, quimicos e infecciosos, além de prevenir
a eliminacdo excessiva de dgua por evaporagdo, ou o seu ganho. Funciona
como sistema refrigerador, uma vez que as glandulas sudoriparas secretam
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um fluido para resfriar o corpo, enquanto os pelos e uma camada subjacente
de gordura isolam contra o frio.

Diante de um trauma tecidual ocorre uma série de eventos vasculares,
celulares e bioquimicos que serdo responsaveis pela substituicao das células
mortas ou danificadas por células saudaveis, ocorrendo, assim, o processo
de reparac¢do tecidual. Esse processo de reparag¢do nao é completamente
regenerativo, pois o fechamento da ferida pelo tecido cicatricial restabelece
a integridade dérmica, mas faltam foliculos pilosos e outros apéndices dér-
micos, o que leva a um padrao desorganizado de deposi¢ao de coldageno e
menor resisténcia do tecido em relacao a pele integra'”s.

Tazima et al.'”* reinem os principais eventos envolvidos no reparo de
feridas, sendo estes divididos em trés fases principais: fase inflamatoria, fase
proliferativa (que incluem re-epitelizagido, sintese da matriz e neovascula-
rizacdo) e fase de maturagdo. Segundo os autores, o primeiro processo no
reparo tecidual inicia com a fase inflamatoéria, que, de inicio, envolve a for-
macao do codgulo através das plaquetas, hemdcias e fibrina trazidas com o
sangramento. O codgulo tem como finalidade criar uma barreira contra a
contamina¢dao. Com a lesdo tecidual hd a liberacao de varios mediadores,
tais como fator de ativacao de plaquetas, fator de crescimento, serotonina,
adrenalina e fatores do complemento, entre outros. Essa fase dura cerca de
trés dias e é de vital importancia para o processo de cicatrizagao.

A fase proliferativa é caracterizada pela formacao de tecido de granu-
lagdo, constituido por um leito capilar fibroblasto, macrofagos, um fraco
arranjo de colageno, fibronectina e acido hialuronico. Essa fase é composta
de trés eventos importantes: neoangiogénese, que € processo de formacao de
novos vasos sanguineos, necessarios para manter o ambiente de cicatrizagio
da ferida; fibroplasia, que consiste no surgimento dos fibroblastos no local
da inflamacdo, que irdo sintetizar o coldgeno responsavel pela sustentagao
e forca ténsil da cicatriz; epiteliza¢do, que acontece entre as primeiras 24 a
36 horas, na qual ocorre a proliferacao celular do epitélio. A epitelizagao
envolve uma sequéncia de alteracdes nos ceratindcitos da ferida: separagio,
migra¢do, proliferagao, diferenciacio e estratificacao. Assim, a matriz extra-
celular substitui rapidamente o codgulo depositado no leito da ferida logo
ap0s o trauma, tendo como principal fun¢ido a restauragdo da continuidade
do tecido lesado, funcionando como um arcabouco para a migragao celular.

Segundo os mesmos autores, a fase de maturacao esta relacionada com
o processo de contragdo da ferida, reduzindo a quantidade e o tamanho da
cicatriz desordenada. Nessa fase ocorre uma remodelacao do tecido cicatri-
cial formado na fase anterior. O alinhamento das fibras é reorganizado a fim
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de aumentar a resisténcia do tecido e diminuir a espessura da cicatriz, redu-
zindo a deformidade. A matura¢do da ferida tem inicio durante a terceira
semana e dura toda a vida da ferida.

A cicatrizacdo é um processo que tem sido muito estudado atualmente.
Diversas pesquisas tém demonstrado a eficicia da estimulagdo através de luz
na reabilitacdo funcional e estética da pele.

Entre os recursos mais utilizados nas ultimas décadas, a fotobiomodu-
lacdo pela luz vermelha ao infravermelho usando laser de baixa poténcia
(LBT), ou low level laser therapy (LLLT), tem se mostrado como acelerador
no processo de cicatrizacio de ferida. A fotobioestimulacao promovida pelo
laser de baixa poténcia tem sido empregada de maneira bastante eficaz, no
pos-operatorio de feridas cirurgicas e no tratamento de lesdes ulceradas,
resultando em uma reparacgio tecidual mais rdpida e com padriao de quali-
dade histoldgica superior.

Baldan e colegas'? investigaram os efeitos de diferentes doses de laser de
diodo (A 670 nm) de baixa poténcia na viabilidade de retalhos cutaneos em
ratos. Os ratos foram divididos em quatro grupos: CG, grupo controle; G2,
grupo 2, 0,06 J; G3, grupo 3, 0,15 J; G4, grupo 4, 0,057 J. A aplicag¢do da
radiagdo iniciava-se imediatamente ap0s a cirurgia durante trés dias conse-
cutivos, sendo a area irradiada em 12 pontos do retalho cutidneo e avaliada
apos sete dias do pos-operatorio. Os resultados mostraram que a irradiagdo
com laser de diodo (A 670 nm) de baixa intensidade, com oferta de 0,57 ] de
energia por ponto (densidade de energia de 20,36 J/cm?), influenciou positi-
vamente a viabilidade de retalhos cutineos randémicos em ratos.

Silva et al.'®® avaliaram a eficacia da laserterapia de baixa intensidade no
processo inflamatorio, a cicatrizacgio e epitelizagdo de enxertos cutaneos por
semeadura em ratos. Vinte ratos foram submetidos a essa técnica de enxertia
e divididos em dois grupos iguais, um tratado com laser (GL) e um controle
(GC). O GL (n=10) recebeu no pds-operatorio imediato, 72 horas depois e
no sétimo dia, irradiacdo com laser de baixa intensidade 6 J/cm? /18 s em
cada ponto enxertado. Os resultados demonstraram um menor tempo de
reac¢do inflamatoria, maior velocidade de cicatrizagdo, epitelizacdo e que-
ratinizacao nos animais tratados com laser em relacdo aos nao tratados.
Resultados positivos também foram encontrados por Neves e colegas!!! ao
tratar com laser A 830 nm (30 mW, 2,52 J, 36 J/cm?, 84 segundos), retalhos
cutaneos de ratos Wistar submetidos a nicotina.

Cury e colegas’®® avaliaram os efeitos da laserterapia de baixa poténcia
na angiogénese por meio de trés mediadores importantes (VEGF, HIF-1a e
MMP-2) em um modelo de retalhos isquémicos de ratos, utilizando laser de
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L 660 nm e A 780 nm em densidade de energia de 30 J/cm? e 40 J/cm?. Ses-
senta ratos foram divididos em cinco grupos (SF-NI, grupo controle; SF-R30,
A 660 nm, 30 J/cm?; SF-R40, A 660 nm, 40 J/cm?; SF-IV30, A 780 nm, 30 J/
cm? e SF-IV40, A 780 nm, 40 J/cm?). A irradia¢ao com laser foi realizada em
24 pontos, abrangendo os retalhos e a pele circundante, imediatamente apds
a cirurgia e durante sete dias consecutivos. Os resultados demonstraram que
ambos os lasers A 660 e L 780 nm foram capazes de modular a secre¢ao de
VEGHF, a atividade de MMP-2 e de expressao de HIF-1a de um modo depen-
dente da dose. Assim, a LBP pode melhorar a cicatrizacao de enxertos de
pele, aumentando a quantidade de novos vasos formados no tecido.

Além desses citados acima, varios estudos experimentais, de diversos
autores, avaliam a eficacia da aplicag¢ao de luz laser no estudo de cicatriza-
¢ao envolvendo a epiderme e derme.

Nos ultimos anos, a fototerapia por luzes coerentes (lasers) destaca-se
como método bioestimulador para o reparo tecidual, que aumenta a circula-
¢ao local, proliferagao celular e sintese de colageno. Varios estudos clinicos
avaliaram a fototerapia no tratamento de cicatrizes e reparo tecidual, mas
diferem quanto aos tipos e dosimetrias utilizados (comprimento de onda,
poténcia, intensidade). Apesar da atual discussdo da luz, a dose de energia
¢ uma interrogacao para varios pesquisadores e clinicos. No que tange ao
limiar energético de biomodulagdo, ha varias controvérsias. Os lasers com
diferentes doses de energia produzem determinados efeitos sobre os vasos
sanguineos da pele, que geram ceticismo a respeito da real eficacia na cica-
trizacao tecidual.

Segundo Lins e colaboradores®, alguns estudos ndo especificam a dosi-
metria utilizada para promover os efeitos bioestimulantes, gerando, assim,
resultados conflitantes. Portanto, as diferentes dosimetrias utilizadas pelos
trabalhos de pesquisa devem ser comparadas a fim de formar protocolos de
aplicacdo clinica, possibilitando a utilizacdo desse agente terapéutico com
maior conhecimento e adequadas indicagdes. Dessa forma, um nimero ainda
maior de estudos € necessdrio para que seus resultados e as indicacoes de
diferentes parametros do laser sejam comparados e possam ser bem empre-
gados na clinica.
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23.5.3 Reparo 6sseo

Atualmente, o laser tem sido empregado nos mais diversos campos, prin-
cipalmente na drea médica, em cirurgias e na laserterapia para reparo 6sseo
e tecidual.

O osso é um tecido conjuntivo composto por 75% de fracdo inorganica,
que corresponde aos minerais, principalmente cristais de hidroxiapatita, e
25% de matéria organica, incluindo o coldgeno e proteinas que sdo respon-
saveis pela elasticidade 6ssea. O tecido 6sseo é formado por uma matriz
intercelular calcificada na qual estio mergulhadas suas principias células:
ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos. Sua funcido é de grande importancia
para o ser vivo, pois sustenta e protege os 6rgios do corpo, além de servir
como alavanca para os musculos, impulsionando a movimenta¢do, e como
reservatério de fons célcio.

Apesar da aparéncia rigida e resistente do osso, este esta crescendo e
remodelando-se constantemente, mantendo-se ativo. O osso possui um ele-
vado potencial de regeneracdo. Ao ser lesionado por uma fratura, sua res-
posta resulta na cicatriza¢do do tecido de maneira similar a que ocorre com
sua estrutura inicial, fendmeno que demonstra sua permanente vitalidade.
Dessa forma, em condi¢cdes normais, a maioria das fraturas nio apresenta
problemas de consolidagao. No entanto, essa capacidade de reparo apresenta
limitagdes na auséncia de suprimento sanguineo, na instabilidade mecanica e
na presenca de grandes defeitos.

Com o intuito de otimizar a regeneracao natural do tecido 6sseo ou em
outras situacdes que acarretam um aumento da fragilidade éssea, interven-
¢oes fisicas, como o laser terapéutico de baixa poténcia (LLLT), tém sido
estudadas com a finalidade de estimular a consolida¢ao de fraturas através
da aceleragao da osteointegragdo ou osteogénese.

A absorcdo da radiagdo proveniente do laser de baixa poténcia pelo
tecido Gsseo provoca efeitos bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos. Em
seguida, efeitos indiretos sao desencadeados, como o estimulo a microcir-
culagdo e ao trofismo celular, além de efeitos terapéuticos, os quais incluem
efeito analgésico, anti-inflamatério, antiedematoso e estimulante do tro-
fismo dos tecidos.

As pesquisas existentes na literatura cientifica demonstram que a irra-
diag¢dao do laser de baixa poténcia em tecidos lesionados, como é o caso do
tecido Osseo, desencadeia efeito positivo no processo de regeneragio, além
de relatar também maior nimero de vasos sanguineos e proliferacio de célu-
las como fibroblastos. Entretanto, também existem estudos nos quais tecidos
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irradiados com o laser de baixa poténcia ndo sofreram alteragdes ou ainda
sofreram efeitos negativos a sua regeneragdo. Isso ocorre porque a composi-
¢ao e estrutura dos tecidos sdo diferentes, necessitando de doses e periodos
de irradiacdo especificos. Resultados positivos somente serdo obtidos a par-
tir de técnicas corretamente aplicadas e doses selecionadas individualmente,
visto que doses muito baixas ndo provocam efeitos e, em contrapartida,
doses elevadas podem provocar danos ao tecido irradiado.

Pinheiro e colegas!** buscaram avaliar histologicamente o efeito do laser
de baixa poténcia sobre o reparo 6sseo de defeitos padronizados em fémures
de ratos Wistar albinos submetidos a implante de osso bovino inorganico
Gen-0x®. Nesse estudo os ratos foram divididos em trés grupos: o grupo I
(controle, n = 6), grupo II (Gen-0x®, n = 09) e grupo III (Gen-ox® + LLLT, n
= 09). A primeira irradiagao ocorreu logo apds a cirurgia, e entdao a cada 48
horas, transcutaneamente. Quatro pontos em torno da ferida eram irradia-
dos com 4 ], ao todo 16 ] por sessao. Os sacrificios foram realizados 15, 21
e 30 dias apos a cirurgia. Os resultados mostraram que irradiacdo com laser
de baixa intensidade (A 830 nm) promoveu reparo 6sseo mais avangado nos
espécimes irradiados em relagdo aos ndo irradiados.

Como citado anteriormente, algumas pesquisas também demonstram que
a radiacdo com laser de baixa poténcia pode atuar de maneira ineficaz,
como € o caso do estudo feito por Riso e colegas (2010)'*7. A intengao desse
trabalho foi avaliar a densidade mineral 6ssea (DMO) em osteotomias trans-
versais incompletas em tibias de ratos Wistar. Estes foram divididos em trés
grupos: g I (n = 10), referéncia 15 dias; g I (n = 10), suspenso pela cauda e
tratado com laser por 12 dias; e g III (n = 10), suspenso pela cauda por 36
dias, sendo que apds o 21° dia iniciou-se tratamento com laser por 12 dias.
O laser utilizado foi de Ga-Al-As, DMC - Flash Lase III®, com comprimento
de onda A 830 nm, 100 mW, 4], 140 J/cm2, 40 segundos de aplicagao em
12 sessdes. Os resultados nao foram satisfatérios em nenhum dos grupos,
demonstrando a ineficacia da terapia laser no processo de reparacdo Ossea.

Weber e colegas!®® estudaram os efeitos histolégicos da laserterapia de
baixa intensidade associada a enxertos autdogenos de osso sobre a regene-
racdo de defeitos Osseos. Sessenta ratos Wistar foram utilizados em quatro
grupos: G1, como grupo controle; G2, com aplicacao de laser diretamente
sobre a loja cirargica; G3, fototerapia laser sobre o enxerto; G4, com foto-
terapia laser sobre o enxerto e a loja cirurgica. O protocolo utilizado para
fototerapia laser (A 830 nm, ® = 0,5 cm?, 50 mW, 10 J/cm?) foi de 10 J/cm?
divididos em quatro pontos, aplicados em dias alternados por 15 dias. Os
animais foram mortos 15, 21, e 30 dias apds as cirurgias. Nos grupos em
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que a fototerapia foi utilizada nos leitos cirturgicos (G2 e G4) durante o tran-
soperatorio, a remodelagao Ossea foi quantitativa e qualitativamente mais
evidente quando comparados com os grupos G1 e G3.

Pinheiro e colegas!?’ realizaram um estudo para avaliar o efeito de foto-
biomodulac¢iao do laser infravermelho sobre a incorporacido de hidroxiapa-
tita (HA; ~ 960 cm™) e a qualidade do tecido 6sseo neoformado ao redor de
implantes dentarios, através de espectroscopia Raman e microscopia eletr6-
nica de varredura, respectivamente. Foram utilizados 14 coelhos que recebe-
ram implantes de titanio na tibia; oito deles foram irradiados com laser de
L 830 nm (sete sessdes a cada 48 horas de intervalo, 21,5 J/cm?2 por ponto,
10 mW, @ = 0,0028 cm?, 86 ] por sessdo) e seis serviram como grupo con-
trole. Os animais foram sacrificados 15, 30 e 45 dias ap0s as cirurgias. Os
espécimes foram preparados adequadamente para a espectroscopia Raman
e a microscopia eletronica de varredura, e as devidas leituras do osso ao
redor dos implantes foram realizadas. Os resultados mostraram resultados
significativos na concentragao de hidroxiapatita entre os espécimes do grupo
irradiado e do grupo controle 30 e 45 dias apds as cirurgias.

Gerbi e colegas® realizaram um estudo para avaliar histologicamente o
efeito da fotobiomodulacido laser no reparo 6sseo de defeitos criados em
fémur de ratos Wistar albinus tratados ou ndo com proteinas dsseas mor-
fogenéticas (em inglés, bone morphogenetic proteins — BMPs) e membranas
bovinas organicas. A fototerapia laser (A 830 nm, 40 mW, & = 0,6 mm)
totalizou 16 J/cm? por sessdo. Os animais foram mortos nos periodos de 15,
21 e 30 dias. Os pesquisadores obtiveram resultados, referentes aos grupos
irradiados em relagao aos nao irradiados, que evidenciaram, histologica-
mente, um incremento na deposi¢ao de fibras coldgenas (15 e 21 dias), bem
como uma quantidade aumentada de osso trabeculado bem organizado no
final do periodo experimental de 30 dias. Concluiu-se que o uso de BMPs e
membranas bovinas possui um efeito sinérgico aos efeitos fotobiomodula-
dores do laser no processo de reparo dsseo.

Em um estudo anterior utilizando um biomaterial diferente, Lopes e
colaboradores® avaliaram a intensidade da HA fosfatada (~ 958 cm™) em
animais com fraturas completas tratados com fixa¢do interna rigida (FIR)
associada ou nao a fototerapia laser e associada ou nao a BMPs e regenera-
¢do Ossea guiada (ROG). Para avaliacao dos dados, foi utilizada analise por
espectroscopia Raman, e os autores concluiram que a utiliza¢do de fototera-
pia laser associada a BMPs e ROG foi eficaz na melhora da reparacdo 6ssea
em ossos fraturados devido ao aumento dos niveis de HA observado’™.
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Pinheiro et al.!3* afirmaram que o uso da fototerapia LED associada ao
MTA, BMPs e regeneracdo Ossea guiada foi eficaz na melhora do reparo
6sseo, quando utilizados os parametros LED (A 850 = 10 nm, 150 mW, @
= 0,5 cm?, densidade de energia de 16 J/cm?, dose total do tratamento de
112 J/cm?), com aplicacdes repetidas a cada 48 horas. Os resultados foram
obtidos através de espectroscopia Raman, que avaliou os picos referentes
ao conteudo inorganico (~ 958 cm™) e ao conteudo organico (~ 1447 cm).
Os autores afirmaram, ainda, que 0 avanco na maturacdo Ossea visto nos
grupos irradiados estd ligado ao aumento na deposi¢do de colageno. Esse
fato esta associado a habilidade dos osteoblastos irradiados em secretarem
mais HAC.

Recentemente, Pinheiro e colegas (2013)!%° avaliaram, através de espec-
troscopia Raman, o reparo de fraturas cirurgicamente confeccionadas, trata-
das com FIR, associada ou nao com fototerapia laser (A 780 nm, 50 mW, 16
J/em?, ® = 0,05 cm?, emissdo continua); associado ou nao a enxerto de fos-
foceramica bifasica e B-trifosfato de calcio e ROG. A espectroscopia Raman
mostrou diferengas significativas entre os grupos (p < 0,001). Grupo FIR +
enxerto + fototerapia laser mostrou valores mais elevados, e grupo FIR +
biomaterial, mais baixos. Em conclusio, os resultados da investiga¢ao foram
clinicamente importantes, pois a andlise espectral do componente dsseo (~
958 cm™) evidenciou aumento dos niveis de HA em locais fraturados usando
a associacao da luz de laser a um enxerto de ceramica.

23.5.4 Reparo do tecido nervoso

Dentre as diversas patologias em que a laserterapia tem sido inserida,
como traumatismos musculares, articulares, sseos e cutaneos, existe tam-
bém o tratamento com laser de baixa poténcia em nervos.

O sistema nervoso é dividido em sistema nervoso central e periférico.
Inseridos no sistema periférico encontram-se os nervos, cuja principal fun-
¢do é fazer o transporte de impulsos nervosos entre os 0rgaos e o sistema
nervoso central. Dentre os nervos destaca-se o nervo ciatico, que é o maior
e mais longo do corpo humano, originando-se na coluna lombar, atraves-
sando a regido pélvica através da musculatura, descendo através da nadega,
quadril, parte posterior da coxa, atras do joelho e, depois disso, seguindo em
pequenos ramos pela parte posterolateral da panturrilha seguindo até o pé.
O nervo ciatico é parte do sistema nervoso, e é responsavel por transmitir
dor e sensibilidade (ntcleo especializado em coluna).
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Assim como ocorre em outros tecidos, os nervos periféricos sdo estruturas
que também estdo suscetiveis a algum tipo de dano ou lesdo, podendo sofrer
incapacidade motora e sensorial importante. Tais lesdes podem ser: ferimen-
tos cortantes, por arma de fogo, traumas por altera¢des de temperatura,
compressdes, mecanismos de tragdao e ainda devido a causas infecciosas e
toxicas, sendo que pode haver diferentes mecanismos como laceracio, avul-
sd0, sec¢do, estiramento, compressdo e esmagamento. Essas lesdes acabam
comprometendo a integridade do tecido, produzindo disfun¢bes importan-
tes nas estruturas inervadas pelo nervo lesado, pois implicam alteracoes da
condugio nervosa e no transporte axonal. Em alguns casos, o elevado tempo
de duragao da regeneragdo nervosa pode acarretar incapacidades vitalicias.
Buscando o retorno precoce da funcionalidade, o laser de baixa intensidade
vem sendo utilizado com o intuito de acelerar o processo de regenera¢ao do
nervo afetado?®.

A laserterapia de baixa intensidade € utilizada em varias pesquisas cli-
nicas e experimentais nas lesdes do SNP por ocasionar um estimulo na
microcirculagdo, por meio da paralisa¢do dos esfincteres pré-capilares,
provocando a vasodilatacdo de arteriolas e capilares, e por meio da neo-
formacao vascular, levando, assim, a um aumento do fluxo sanguineo na
area irradiada. Também é empregada na cicatrizacdo de vérios tecidos, por
estimular um aumento na produgao de ATP celular, provocando aceleragdo
na atividade mitética celular. Nos estudos recentes sobre a influéncia do
laser de baixa intensidade nas lesdoes do SNP, utilizam-se diferentes modelos,
variando quanto aos comprimentos de onda (A 632 nm a 904 nm), energia,
densidade, tempo de intervengdo, mecanismo e tipo de lesdo, além de trata-
mento e forma de avalia¢do, funcional e morfométrica.

Diversas pesquisas vém sendo conduzidas com o objetivo de determinar
os parametros e tipos de estimulacdo que possam acelerar a regeneracdo
e a recuperacao funcional do nervo periférico, visando minimizar futuras
disfuncoes.

O estudo realizado por Oliveira e colegas!'® avaliou a a¢do precoce do
laser de baixa poténcia juntamente com a a¢ao do ultrassom no processo de
regeneracao de uma lesdo em ratos. Um numero de 24 ratos foi utilizado,
sendo que 18 foram submetidos a cirurgia de lesao do nervo e trés grupos
de seis foram divididos da seguinte forma: o grupo I, controle, lesado, sem
interveng¢do terapéutica; grupo II, intervencdo terapéutica do laser ArGaAl
(40 mW, 4 J/cm?); e grupo III, intervencao terapéutica do ultrassom pulsado.
As intervengdes terapéuticas foram iniciadas apds 24 horas da lesio com
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aplicacoes didrias durante 14 dias. Os resultados evidenciaram que a recu-
peragao nervosa foi maior com a aplicacdo do laser.

De acordo com a literatura cientifica, a laserterapia também pode ocorrer
de maneira ineficaz no tratamento de nervos ciaticos danificados, como no
estudo realizado por Reis!*¢. Nesse trabalho, objetivou-se acelerar os proces-
sos regenerativos para poder analisar a influéncia da aplicacdo do laser de
arsenieto de gilio e aluminio (A 660 nm) sobre a recuperagdo funcional do
nervo ciatico de ratos. Um numero de 12 ratos Wistar foi submetido a lesdo
e, em seguida, divido em dois grupos de seis, um sendo o controle e o outro
referente ao uso da terapia. Apds a lesdo, utilizou-se o laser de GaAlAs (A
660 nm, 4 J/cm?, 26,3 mW, feixe de 0,63 cm?), em trés pontos equidistan-
tes sobre a lesdo, por 20 dias. Através desse estudo, pode-se concluir que
os parametros e métodos empregados na laserterapia demonstram resulta-
dos nulos sobre o calculo do indice funcional do ciatico (IFC) no periodo
avaliado.

Podemos, entdo, destacar os seguintes efeitos do laser no reparo tecidual:
a inducdo da atividade mitética das células epiteliais e dos fibroblastos; o
incentivo a producido de coldgeno; a inibi¢do secretéria de alguns media-
dores quimicos; a modificacao da densidade capilar e o estimulo a micro-
circulagao local. A laserterapia tem se mostrado uma alternativa anti-infla-
matoria com efeitos semelhantes aos observados na terapia farmacoldgica,
inibindo e/ou diminuindo a concentragdo de prostaglandina ES2 (PGE2),
ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e histamina. Além disso, o aumento do fluxo
sanguineo local melhora a acidose e, simultaneamente, promove a liberagao
e remocao de substancias algicas.

A acdo angiogénica associada ao incremento da atividade fibroblastica e
de macréfagos parece ser o efeito mais animador dos lasers de baixa inten-
sidade para o processo de cicatriza¢do. A laserterapia tem sido usada ha
mais de 30 anos, e mais de 90% da literatura disponivel relata efeitos posi-
tivos. Na presente revisao, evidenciou-se o efeito benéfico do laser na cica-
trizagdo e reparo tecidual, o que permite a aplica¢do da laserterapia como
mecanismo coadjuvante ou alternativo de tratamento de diferentes tipos de
lesdo nos tecidos bioldgicos. Contudo, a consagracao do laser como terapia
exige um conhecimento da energia aplicada, uma investiga¢ao dos efeitos
que produz no organismo e a aplicacio de uma correta metodologia, além
do estabelecimento de padroes de dosimetria de referéncia para cada tecido.
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23.6 LASERS E SEU EFEITO ANTIMICROBIANO

Desde o surgimento das luzes do tipo laser, no século XX, as possibilida-
des do uso terapéutico da luz tém se ampliado a cada dia em todas as areas
do conhecimento humano. De acordo com sua interacao com os tecidos irra-
diados, os lasers podem ser classificados em dois grandes grupos: os lasers
cirargicos, ou que operam em alta poténcia, e os lasers ndo cirurgicos, tam-
bém conhecidos como lasers terapéuticos ou que operam em baixa poténcia.
Recentemente, os diodos emissores de luz (LED) passaram a ser utilizados
na area médica alternativamente ao uso de lasers convencionais. Os LEDs
sao dispositivos semicondutores que, quando polarizados adequadamente,
emitem luz na faixa visivel ou invisivel. Embora tanto os lasers quanto os
LEDs produzam luzes monocromaticas, os LEDs apresentam menor colima-
¢do e coeréncia, resultando geralmente em bandas de emissao mais largas, o
que pode ser uma vantagem quando a complementaridade por um fotossen-
sibilizador é desejada.

Com relacdo ao efeito das luzes na redu¢do da microbiota presente,
sabemos que esse efeito é altamente influenciado pelo tipo de luz utilizada.
Atualmente, a acdo antimicrobiana dos lasers que operam em alta poténcia
estd bastante estabelecida quanto ao fato de que as luzes atingem a superfi-
cie irradiada com altas temperaturas promovendo a esterilizagdao local por
acgdo térmica. Os lasers de baixa poténcia, por sua vez, tém como finalidade
restabelecer o equilibrio biologico celular melhorando as condi¢oes de vita-
lidade tecidual, sendo reconhecidos por sua acdo analgésica, biomoduladora
e anti-inflamatoéria sobre tecidos duros e moles. Esses efeitos sio gerados por
efeitos fotoquimicos e fotoelétricos em vez de efeitos térmicos, ndo apresen-
tando, dessa forma, efeito antimicrobiano quando utilizados isoladamente.

No caso especifico da terapia fotodindmica, o efeito antimicrobiano pode
ser atingido quando uma droga fotossensibilizadora é ativada por uma luz
de baixa intensidade (laser ou LED), gerando substancias que podem danifi-
car e, em ultimo caso, matar a célula alvo. Essa terapia foi inicialmente idea-
lizada para o tratamento do ciancer, com base na observacao de que algumas
moléculas nio téxicas — chamadas de fotossensibilizadores, como os deri-
vados das porfirinas —, se acumulam principalmente nas células malignas.
Durante a terapia fotodindmica, o fotossensibilizador € inicialmente admi-
nistrado ao paciente por via sistémica, o que, por si s0, ndo causa dano
aos tecidos sadios ou doentes do hospedeiro. Entretanto, quando uma luz
(usualmente um laser) é aplicada nos tecidos que contém a droga, esta € ati-
vada, e os tecidos irradiados sdo rapidamente destruidos.
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De modo geral, os fotossensibilizadores sio moléculas que possuem a
propriedade especial de absorver energia luminosa e utilizar essa energia
para promover rea¢des quimicas nas células e tecidos submetidos a tera-
pia fotodindmica. Para tanto, os fotossensibilizadores devem ser capazes
de absorver luz no comprimento de onda da luz emitida pelo aparelho uti-
lizado. Como a maioria das células nio apresenta componentes fotossensi-
veis, a utilizagdo de um fotossensibilizador que atraia para si a luz e inicie a
formagao de radicais livres é importante. Assim, células desprovidas de com-
ponentes fotossensiveis enddgenos podem se tornar sensiveis a luz se forem
coradas com fotossensibilizadores ou agentes cromoforos exdgenos, como o
azul de metileno e o azul de toluidina. No entanto, a habilidade de um com-
ponente em absorver uma luz incidente nao significa necessariamente que ele
possa atuar como um fotossensibilizador. Para serem clinicamente efetivos,
os fotossensibilizadores devem apresentar picos de absor¢ao proximos ao
comprimento de onda da luz utilizada e ndo devem apresentar danos toxicos
ao hospedeiro.

Durante a terapia fotodinamica, os fotossensibilizadores em contato com
as células-alvo passam para um estado excitado quando expostos a uma luz
de comprimento de onda complementar que é caracterizado pela passagem
dos elétrons para niveis de energia superiores (Figura 23.1). Nesse estado
excitado, o fotossensibilizador pode interagir com o oxigénio molecular,
iniciando a formag¢ao de oxigénio singleto altamente reativo (fotoprocesso
tipo I, Figura 23.2a), ou interagir com outras moléculas, como aceptores de
elétrons, resultando na produciao de hidroxilas e outros radicais organicos
(fotoprocesso do tipo I, Figura 23.2b). Os produtos dessas rea¢des fotoqui-
micas podem entdo danificar componentes essenciais das células ou alte-
rar sua atividade metabdlica de maneira irreversivel, resultando na morte
da célula-alvo. Assim, a efetividade da terapia fotodindmica combina dois
principios: o acimulo preferencial de fotossensibilizador nas células-alvo
e a irradia¢do precisa da luz, o que possibilita a acdo seletiva e localizada
da terapia.

A rapida emergéncia de resisténcia entre bactérias patogénicas tem levado
a um interesse cada vez maior da comunidade cientifica em encontrar tera-
pias antimicrobianas alternativas que, hipoteticamente, tornem o surgimento
de espécies resistentes improvavel. Exemplos dessas terapias incluem o uso
de bacteriofagos, de peptideos antimicrobianos e da terapia fotodinamica.
Estudos avaliando a a¢do antimicrobiana da terapia fotodinamica em micro-
-organismos resistentes a antibidticos e normais verificaram que ambas as
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Diagrama de Jablonski modificado

sn
2 Reacoes
s _—" quimicas
1 .
s¢ Reagoes
5C Estado excitado s
Transferéncia de quimicas
energia
T1* — Tipo 2 E 96 kJmol!
w
R
< Fluorescéncia o -
=
Transferéncia de Morte
elétrons/hidrogénio Tipo 1 { H Reacdes .
‘OH quimicas
Fosforescéncia
s Foote, C.S., Science 1968, 162, 963-970.
o—

Figura 23.1 Diagrama de Jabtoriski modificado, demonstrando como um fotossensibilizador (FS), quando excitado por uma energia
(), sai do seu estado fundamental para um estado mais excitado, chamado singleto. Em seu estado singleto, a molécula poderd voltar
a0 seu estado fundamental (fluorescéncia) ou passar para um estdgio intermedidrio denominado tripleto, e deste retornar ao seu estado
fundamental (fosforescéncia). Em seu estado tripleto, o fotossensibilizador poderd reagir com as moléculas de O, presentes na vizinhango
¢ desencadear as reagdes do tipo | e II, gerando produtos tdxicos e aumentando a citotoxidade no interior das células tratadas.

cepas sdo suscetiveis a essa terapia quando a combinacdo apropriada de
fotossensibilizador e luz é utilizada.

23.7 FOTOQUIMIOTERAPIA EM MICRO-ORGANISMOS

A fotoquimioterapia (photochemotherapy, em inglés) ou inativagao foto-
dindmica (photodynamic inactivation — PDI, em inglés), ou ainda quimiote-
rapia fotodinamica antimicrobiana (em inglés, photodynamic antimicrobial
chemotherapy — PACT), sdo derivagbes da quimioterapia fotodinamica
antimicrobiana e utilizam desses quimicos microbianos especificos (FS)
que, quando iluminados, apresentam uma atividade muito intensa. A morte
celular geralmente estd relacionada com as espécies reativas de oxigénio,
produzidas pelo fotossensibilizador e o oxigénio in situ. Como a oxidagao
resultante de moléculas biologicas ndo é especifica, pode-se imaginar que
poderdo ter consequéncias na parede celular bacteriana, ribossomos, DNA
e/ou enzimas’*15,
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Figura 23.2 Esquema descritivo do fotoprocesso tipos 11 (a) e | (b).

A fotoquimioterapia ja era utilizada em 1500 a.C. na India e no Egito,
onde era comum o uso de extratos de plantas e posterior exposi¢ao a luz
solar como forma de tratamento de vitiligo. Porém, cientificamente, o seu
uso foi constatado ja no século XX, em 1948, quando Fahmy et al., na Uni-
versidade do Cairo, isolaram trés compostos quimicos a partir do fruto de
uma planta Ammi majus. Eles chamaram esses trés compostos de ammoidin
(8-methoxypsoraleno), ammidin e majudlin (5-psoraleno)®. Com o apa-
recimento de micro-organismos resistentes a antibidticos, a terapia foto-
dinamica antimicrobiana (TFDA), outro termo para PDI, funcionou como
um método alternativo e se mostrou eficaz em bactérias, fungos, virus e
protozoarios'%%,

A fotoquimioterapia de micro-organismos tem sido considerada uma
terapia relativamente nova, uma vez que comegou a ser empregada com
sistematica cientifica recentemente!*’. Baseia-se numa derivacdo da terapia
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fotodinamica antitumoral, que é uma forma de tratamento cuja eficicia
depende da producio e liberacdo de altas quantidades de espécies reativas de
oxigénio (ROS), apds a administracdo topica ou sistémica de uma substancia
fotossensibilizadora, ndo toxica e sensivel a luz, seguida pela irradiagio com
uma luz visivel em um comprimento de onda apropriado e na presenca de
oxigénio®.

Porém, antes de 1400 a.C. os indianos deram inicio a essa terapia,
visando ao tratamento do vitiligo, ao empregar um fotossensibilizador ex6-
geno obtido de plantas (Psoralenos), usado na forma de uma lo¢ao aplicada
sobre a pele e que era capaz de absorver a luz solar!?$,

No inicio do século XX, Raab e Von Tappeiner, constataram acidental-
mente que um meio de cultura contendo acridina diluida, quando exposto
a uma luz intensa, apresentava, como consequéncia, a morte dos micro-or-
ganismos cultivados. Esses pesquisadores, em experimentos subsequentes,
observaram que a associacdo do corante e da exposi¢ao a luz sobre os meios
contendo os micro-organismos apresentava como resultado maior toxici-
dade, em relacao aquela observada com o uso isolado de luz ou acridina.
Postulou-se, portanto, que algum produto da fluorescéncia, e ndo a luz por
si sO, seria responsavel pela elevada toxicidade observada'?®.

Em 1913, Mayer-Betz fez uma autoinje¢ao de 200 mg do que ele pensava
ser hematoporfirina pura e ndo sentiu nenhum efeito. Porém, ao se expor
a luz, apresentou fotossensibilidade na pele por varios meses. Em 1924,
ocorreu o primeiro relato de fluorescéncia espontanea de tumores induzidos
experimentalmente com o auxilio de uma lampada de Wood. Nesse mesmo
ano, Policard, postulou ser este fendmeno ocasionado pela porfirina'?®.

Com o atual fendmeno da resisténcia aos antibiéticos em diversas doen-
cas infecciosas pelo mundo, o interesse por novas alternativas de tratamento
vem se multiplicando. A fotoquimioterapia volta ao cendrio de pesquisas
como uma nova alternativa para o tratamento desses patdgenos resistentes
a farmacos, pois nao existem relatos na literatura de micro-organismos resis-
tentes a técnica, mesmo aqueles submetidos a varios ciclos de tratamento”.

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) também se baseia na jun-
¢ao de dois procedimentos: uma fonte de luz (meio fisico) e um fotossensi-
bilizador (meio quimico). Com o objetivo de verificar o potencial da terapia
fotodindmica antimicrobiana (TFDA) na desinfeccao de dguas contaminadas
com Escherichia coli, utilizando diferentes fotossensibilizadores, foram rea-
lizados testes para determinar as melhores concentracoes do fotossensibili-
zador para uso experimental. Os ensaios com micro-organismos mostraram
efeitos inibitorios de crescimento e de mortandade (nas cepas de E. coli
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estudadas) na presenca de azul de metileno (AM) e verde malaquita (VM),
com efeito altamente intensificado pela aplica¢do de luz, demonstrando que
o sistema AM/LED e VM/LED podem ser uma alternativa para o controle
de bactérias’®.

Na presenca de oxigénio encontrado nas células, os fotossensibilizadores
excitados podem reagir com moléculas de sua vizinhanga através da trans-
feréncia de elétrons ou hidrogénio, levando a produg¢ao de radicais livres
(reagdo tipo I), ou pela transferéncia de energia para o oxigénio, levando a
produg¢ido de oxigénio singleto (reacdo tipo II). Ambas as vias levam a morte
das células ou tecido-alvo’!*7. As espécies reativas de oxigénio (EROs) ata-
cam multiplas moléculas responsaveis pelas mais variadas propriedades. A
fotoquimioterapia ndo deve causar resisténcia as drogas utilizadas e merece
atengdo especial como uma nova estratégia para contornar esse problema
tdo comum encontrado no tratamento convencional de certas doencas?*.

A fotoquimioterapia é potencialmente segura, aplicavel e oferece opgoes
de tratamento para pacientes que sofrem de muitos problemas, se tornando
uma outra opc¢ao de tratamento as quimioterapias tradicionais. Também nao
induz resisténcia aos micro-organismos e nao necessita de inimeras se¢oes
de tratamento'’. Segundo a Sociedade Americana de Cancer, varios fatores
sao favordveis ao tratamento com fotoquimioterapia: quando realizada cor-
retamente, ndo apresenta efeitos colaterais em longo prazo; é menos invasiva
que uma cirurgia; normalmente é um procedimento muito rapido e pode
ser realizado em ambulatérios; seu alvo de atuagao pode ser muito preciso;
caso seja necessario, a técnica pode ser repetida varias vezes, ao contrario
da radiagdo; além de apresentar pouca ou nenhuma cicatrizag¢do local. Sua
desvantagem consiste basicamente no alcance da luz, ou seja, a técnica s6
funciona onde a luz possa chegar.

A utiliza¢ao da fotoquimioterapia para o tratamento de algumas infeccoes
ainda apresenta certas limitagdes que precisam ser superadas para aplicacoes
terapéuticas futuras significantes para o tratamento de doengas infecciosas,
e a questao-chave consiste na melhor forma de entrega da luz e do fotos-
sensibilizador as células-alvo. Além disso, é preciso determinar dosimetrias
precisas, usando dispositivos de iluminacdo adequada com parametros bem
definidos”’.

Tem sido proposto na literatura o uso da terapia fotodindmica (TFD)
para matar células microbianas, e um grande nimero de fotossensibiliza-
dores e fontes de irradiacdo sao reportados, em diferentes parametros e em
diversas concentragdes do corante. De acordo com a pesquisa de Prates e
colegas'**, a TFD foi efetiva e apresentou aproximadamente 6 logs de morte
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Figura 23.3 Metodologia da terapia fotodingmica. (A) Cultivo celular. (B) Remoctio da cultura celular para quantificagdo do indculo ini
cial. (C) Organizacio e distribuigdo dos grupos em placas de 24 pogos, alternados com pogos pretos. (D) lrradiagdo dos grupos tratados.

celular em leveduras. Por outro lado, nem o fotossensibilizador ou a irra-
diagdo separadamente promoveram morte celular. Este resultado corrobora
Queiroga'¥, que utilizando a terapia fotodindmica com azul de metileno e
laser InGaAlP, promoveu a inativagido significativa das espécies de Candida
avaliadas (C. albicans, C. tropicalis, C. guilhermondii, C. krusei),

Para que a TFD possa ser usada contra micro-organismos, para combater
infecgoes localizadas dificeis de tratar, é necessario que o fotossensibilizador
seja capaz de ser administrado de forma local, topica ou intracavidade e,
depois de um tempo adequado, proceder a irradiacdo da area infectada com
luz em dose e comprimento de onda adequados, com fibra 6tica, ponta difu-
sora e outros, ou por iluminag¢do direta da area exposta cirurgicamente’.

Uma descricdao da técnica geral pode ser vista na Figura 23.3.

23.7.1 Fotoquimioterapia em bactérias

A bactéria patogénica Staphylococcus aureus é uma causa muito comum
de infec¢bes em humanos. Estudo com o laser pulsado matriz-assistido
(MAPLE) pode ser utilizado para o crescimento de filmes finos compostos
por poly (D,L-lactide) PDDLA-gentamicina que apresentam propriedades
antimicrobianas. Esse filme inibe com eficdcia o crescimento de S. aureus,
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pois evita que a bactéria em associacdo com outros micro-organismos forme
biofilmes que sdo mais resistentes aos antibidticos?®.

O laser de diodo A 809 nm combinado com a indocianina verde eli-
minou todas as cepas de bactérias, tanto selvagens quanto resistentes, de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, enquanto o fotossensi-
bilizador ou o laser sozinhos nio tiveram efeito letal®.

Ja o laser de Nd:YAG aplicado durante 15 minutos se mostrou eficiente
para matar uma quantidade considerdvel de micro-organismos, como,
por exemplo, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Fusobacterium
nucleatum e Parvimonas micra. O laser de diodo AlGalnP e o corante azul
de toluidina-O?% (TBO) utilizados em culturas iz vitro também reduziram
a quantidade de Aggregatibacter actinomycetemcomitans em 61,53% em
compara¢dao ao grupo controle, enquanto em culturas de Streptococcus
sanguinis essa reducdo foi ainda maior (84,32 % )%.

O LED azul, combinado com os fotossensibilizadores rosa de bengala ou
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Figura 23.4 Resultados obtidos com a técnica em S. aureus. (A) Grupo controle demonstrando crescimento celular em todos os campos.
(B) Grupo tratado com fenotiazina associada ao LED (4,8 J/cm?), demonstrando a eficdcia do tratamento. (C) Grdfico de resultados.

eritrosina, reduziu a quantidade de biofilmes formados por Streptococcus
sanguinis e Streptococcus mutans®®. O tratamento das Streptococcus mutans
também pode ser realizado a partir do uso combinado de Radachlorin® com
o laser de HeNe de comprimento de onda A 633 nm?*. Esse mesmo LED,
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quando irradiou o FS (curcumina), foi eficaz contra Candida albicans, tanto
planctonicas quanto o biofilme33.

Outro laser de baixa poténcia, InGaAIP - Indium Gallium Aluminum
Phosphide, com comprimento de onda de A 660 nm, utilizado em conjunto
com o azul de metileno, reduziu a quantidade de coldnias dos micro-orga-
nismos causadores de caries’®.

Além dos fotossensibilizadores ja citados, eosina Y, curcumina e rosa de
bengala, quando ativados pela luz azul (A 450 nm a 500 nm), consegui-
ram reduzir as colénias de Enterococcus faecalis em cultivo liquido. Essa
combinacdo em biofilme tornou-as completamente inviaveis. Ja a luz azul,
quando utilizada de forma individual, ndo teve nenhum efeito na cultura
bacteriana®.

A irradiacdo com luz visivel de L 405 nm teve efeito letal nos endésporos
das bactérias dos géneros Bacillus e Clostridium’. Os endosporos bacteria-
nos sao muito resistentes aos tratamentos normalmente utilizados, como,
por exemplo, o aquecimento.

Nosso grupo tem obtido resultados extremamente positivos na aplicagao
da técnica em bactérias, como pode ser visto na Figura 23.4.

23.7.2 Fotoquimioterapia em fungos

A TFD também ¢é apresentada como uma solu¢do alternativa para o tra-
tamento de doencgas causadas por fungos, como a Candida. Muitas vezes
inofensiva na cavidade humana normal, espécies de Candida, principalmente
C. albicans, podem levar a infec¢des da mucosa como a candidiase orofarin-
gea’s. Destacando-se estudos voltados para Candida albicans, as infec¢des
causadas por esses fungos podem ser graves, especialmente em pacientes
imunocomprometidos e debilitados (infectados pelo HIV; transplantados;
portadores de linfomas; com deficiéncias nutricionais; com distirbios meta-
bolicos, como diabetes, neoplasias, xerostomia secundaria a radioterapia,
efeitos colaterais dos medicamentos, envelhecimento e sindrome Sjogren).
Estudos tém relatado que infeccoes com diferentes tipos de Candida, em
casos de pacientes com HIV, apresentam sintomas mais graves, isto €, sao
mais dificeis de tratar do que as infec¢bes somente com um tipo de C.
albicans’®115,

Mang e colegas'® demonstraram que o fotossensibilizador Photofrin®
estimulado por TFD pode eliminar espécies de Candida com grande eficién-
cia. Outras Candida isoladas de pacientes com AIDS que demonstraram
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resisténcia ao fluconazol e anfotericina B foram igualmente suscetiveis a
morte fotodindmica. Desse modo, a utilizacio da TFD em pacientes ja sen-
siveis por conta de outro quadro clinico pode ser uma forma de oferecer
a essas pessoas uma melhor qualidade de vida, aliviando os sintomas da
doenga e diminuindo o efeito de doencas secunddrias, causadas pelo trata-
mento convencional. Para Lyon e colaboradores”, a fotoquimioterapia é um
tratamento antifungico alternativo que pode alcancar um desempenho mais
eficaz com menos desconforto ao paciente.

Do mesmo modo que nos demais micro-organismos, a fotoquimioterapia
se utiliza da luz em um comprimento de onda especifico para ativar um
fotossensibilizador ndo toxico na presenga de oxigénio, a fim de irradiar
a célula-alvo’®!. A metodologia empregada varia, pois a fotoquimioterapia
depende, dentre outros fatores, do tipo da célula, tipo de laser, da area
irradiada e, principalmente, do fotossensibilizador. A classe frequentemente
empregada de fotossensibilizadores é o azul, corantes conhecidos como sais
fenotiazinicos, incluindo o azul de toluidina, azul de metileno e corantes
azuis''®, O tratamento tem como mecanismo de a¢ao a inibi¢ao da 14 a-di-
metilose, que estd presente no citocromo P-450 da célula fungica. Normal-
mente, estudos tém atribuido a utilizacdo de uma fonte de laser em torno de
A 630 nm’8,

Diversos estudos estdo sendo realizados com o intuito de verificar a efi-
ciéncia desse tipo de tratamento em diferentes micro-organismos, uma vez
que 0s micro-organismos continuam sendo a maior causa de infecgoes em
feridas cirargicas, irritacoes de pele, dentre outros problemas, e os regimes
profilaticos estdo cada vez mais dificeis por causa do surgimento de espécies
resistentes. De acordo com Prates e colegas'*’, a incidéncia de micoses inva-
sivas tem aumentado significativamente ao longo das ultimas trés décadas, e
agora representa uma ameaga crescente para a saide humana devido a uma
combinac¢do de dificil diagndstico e uma escassez de drogas antiftingicas
eficazes ao tratamento.

Lee e colegas® empregaram MAL-fotoquimioterapia (metilico 5-amino-
-levulinico acido) para tratar pacientes com Malassezia folliculitis. Trés de
seis pacientes conseguiram uma forte melhora nas lesGes apds trés sessoes de
TFD e um paciente apresentou uma melhora moderada.

A utilizacdo da fotoquimioterapia em tratamentos odontologicos tem se
destacado em doengas periodontais’®. Um dos grandes desafios encontrados
nos tratamentos dessas doengas é que geralmente ndo se consegue a remogao
completa dos antibiéticos utilizados, por isso é possivel que o micro-orga-
nismo crie resisténcia ao medicamento.
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Esse desafio encontrado na terapia convencional pode ser solucionado
com a fotoquimioterapia, uma vez que esta torna o tratamento mais eficaz,
pois a radiag¢do da luz consegue atingir locais de dificil acesso para o tra-
tamento convencional. Desse modo, um dos beneficios dessa técnica é que
ela ndo é prejudicada pela resisténcia dos micro-organismos; sendo assim,
a utilizacdo da fotoquimioterapia pode diminuir a necessidade de antibio-
ticos. De acordo com Lyon e seus colaboradores”, a fotoquimioterapia tem
sido utilizada com sucesso no tratamento de doengas infecciosas, incluindo
infec¢bes fungicas.

Ainda que os estudos apontem a eficiéncia da fotoquimioterapia no tra-
tamento de diversas doencas, esta eficiéncia esta sempre relacionada com as
concentragdes de fotossensibilizador e com a irradiacido. Esse fato pode ser
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Figura 23.5 Resultados obtidos em experimentos utilizando Candida sp. (A) Avaliagdo do crescimento celular ufilizando fenotiazina
(50 g/mL) e luz laser L1 e 12 (4,8 1/em? e 12 1/cm?, respectivamente), no tempo de pré-iradiacio de 5 minutos. (B) Avaliacdo
do crescimento celular utilizando fenotiazina (50 pg/ml) e luz loser L1 e 12 (4,8 1/cm? e 12 1 /cm?, respectivamente), no tempo de
pré-irradiagto de 10 minutos. (C) Avaliacto do crescimento celular utilizando fenotiazina (100 pg/ml) e luz foser L1 e 12 (4,8 1/cm?e
12 1 /em?, respectivamente), no tempo de pré-iradiacdo de 5 minutos. (D) Avaliagdo do crescimento celular utilizando fenotiazina (100
wg/mL) e luz laser L1 e L2 (4,8 J/cm? e 12 J/cm?, respectivamente), no tempo de pré-iradiagdo de 10 minutos.

observado no estudo de Mang e seus colaboradores!'®, no qual a eficacia
da fotoquimioterapia depende da propor¢do de concentra¢io de corante
utilizado para uma quantidade de células fungicas. Os autores descrevem
que para uma elevada densidade de C. albicans, uma alta concentracido de
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fotossensibilizador e, provavelmente, uma dose de luz elevada seriam neces-
sarios para obter uma fotoquimioterapia eficiente.

Sendo assim, é possivel verificar que tanto a diversidade de micro-or-
ganismos como a diversidade de patologias e caracteristica das areas de
atuacdo dificultam a definicio de uma metodologia padrdo que possa ser
aplicada a cada tipo de infeccdo.

Outra grande area de utilizacdo da fotoquimioterapia sdo as infec¢oes
fangicas superficiais de pele. O estudo realizado por Dai e colegas®* testou
a eficacia da fotoquimioterapia usando uma combinac¢ido de corante azul
(sal de fenotiazinico) e luz vermelha para a profilaxia e tratamento de C.
albicans em infec¢do na pele de rato com feridas de abrasido. Esse estudo
demonstrou que a TFD, com a combinag¢do de corante azul e luz vermelha,
pode reduzir significativamente a carga fungica das feridas infectadas com
C. albicans.

O tratamento de dermatose em pacientes utilizando aminolevulinato de
metilo e irradiacdo de luz vermelha com comprimento de onda de A 630
nm demonstrou que a fotoquimioterapia é eficiente para o tratamento de
pacientes com pequenos nimeros de lesdes®’.

Alguns experimentos realizados por nossa equipe tém mostrado resulta-
dos significativos no tocante ao efeito da técnica em fungos (Figura 23.5).

23.7.3 Fotoquimioterapia em virus

O aparecimento de verrugas intra-anais é comum em infec¢des causadas
pelo papiloma virus (HPV). A irradiacao com um laser de comprimento de
onda de A 635 nm ap6s o uso do laser de CO, diminuiu a quantidade de
etapas e o tempo para o tratamento dessas verrugas em pacientes soroposi-
tivos'*®. Ja o azul de metileno e o laser vermelho foram eficientes para elimi-
nar os virus da herpes HSV-1 e HSV-2 sem atingir o nucleo das células dos
pacientes. Além disso, esse uso combinado reduziu o retorno das lesoes!*.

23.7.4 Fotoquimioterapia em protozodrios
Peloi e colaboradores!?? realizaram experimentos em ratos apds indugao

da Leishmania amazonenses. O tratamento com azul de metileno e irradia-
¢ao de diodo emissor de luz (LED) com comprimento de onda de A 665 nm
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e densidade de energia 5 mW/cm?, durante um certo intervalo de tempo, se
mostrou eficaz para a leishmaniose tegumentar americana.

Os fotossensibilizadores do grupo da benzofenoxazina hidrofilica catio-
nica, quando comparados com os similares hidrofobicos anidnicos, tém um
melhor resultado na terapia fotodindmica devido ao fato de que a mem-
brana do parasita tem carga negativa. A benzofenotiazina demonstrou ter
uma melhor a¢do na leishmaniose cutanea, enquanto PpIX, uma molécula
porfirinoide, teve uma a¢ao menor>.

No caso da malaria, experimentos in vivo demonstraram que o laser pul-
sado NIR com densidade de energia de 485 mW/cm? pode ser utilizado para
matar Plasmodium falciparum em culturas de células de globulos verme-
lhos®. Através desse artigo, pode-se concluir que a terapia fotodindmica tem
sido relatada com uma maior frequéncia em bactérias, principalmente em S.
aureus, S. mutans e S. sanguinis, e os lasers utilizados sdo os mais diversos,
como de diodo, Nd: YAG, HeNe, entre outros.

Apesar dos resultados satisfatorios obtidos com virus, ainda existem pou-
cas pesquisas nessa area. A aplica¢do do laser ou do LED é uma excelente
alternativa para o tratamento de doencas virais, tendo em vista que o uso
de medicamentos é dificultado pela constante taxa de mutacdes sofridas
por eles.

Apesar dos estudos ja descritos na literatura indicarem a eficiéncia da uti-
lizagdo da terapia fotodindmica no tratamento de diversas patologias, o uso
dessa fotoquimioterapia aplicada a micro-organismos requer mais estudos
in vitro e in vivo para elucidagio dos mecanismos de a¢do, dos efeitos, dos
beneficios e das possiveis complicagdes, para que possa ser administrada a
humanos com uma maior seguranca e qualidade.

Um fotossensibilizador é uma molécula que age como um pro-farmaco,
podendo ser natural ou sintética, inerte (ndo téxica), e, na presenga da luz,
em um comprimento de onda especifico, absorver essa energia luminosa e
ser fotoativada. Esse precursor, chamado de fotossensibilizador, sofre exci-
tagdo enquanto esta sendo irradiado, passando a ser uma molécula farma-
cologicamente ativa. Apos sua ativagdo pela luz, os fotossensibilizadores
desencadeiam rea¢des quimicas que produzem diretamente ou indiretamente
espécies citotOxicas, como radicais livres e oxigénio singleto®’.

Os fenotiazinicos sdo moléculas com potencial fotossensibilizante e
grande propensao a formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Sao
considerados hidrofilicos triciclicos contendo nitrogénio e enxofre, e sao
conhecidos ha mais de cem anos. Até agora mais de 5 mil derivados fenotia-
zinicos ja foram obtidos, e essa classe vem se destacando por sua variedade
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de propriedades quimicas e biologicas. As fenotiazinas possuem um custo
relativamente baixo, sdo facilmente encontradas e sio bem toleradas. Estes
compostos exibem atividade promissora contra bactérias, fungos, cancer,
virus, inflamacdes e protozoarios, além de apresentarem propriedades anti-
convulsivantes, analgésicas e imunossupressoras!*!:12,

Durante o periodo inicial de pesquisa da terapia fotodinamica moderna,
os fenotiazinicos tém sido um padrio de fotossensibilizador bioativo, dando
um rendimento razoavel de oxigénio singleto (forma do oxigénio mais rea-
tivo e oxidante que o oxigénio molecular) e absorvendo luz na janela tera-
péutica (definida pela faixa de frequéncia na qual a laserterapia é mais efe-
tiva) para terapia fotodinamica (de A 600 nm a A 900 nm), sendo, assim, um

ponto inicial de sintese de novas moléculas!*.

O azul de metileno (MB) e o azul de toluidina (AT) (Tabela 23.1) sdao
fotossensibilizantes fenotiazinicos aceitos na pratica médica e de eficacia
demonstrada em estudos na literatura. Possuem capacidade fotoantimi-
crobiana contra diferentes organismos, incluindo virus, bactérias e fungos.
Apresentam estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas semelhantes.
Embora suas propriedades sejam semelhantes, a eficiéncia fotodinamica des-
ses compostos varia segundo os diversos micro-organismos?'.

O corante fenotiazinico AT é um corante aromatico heterociclico soluvel
em agua ou em alcool, que absorve intensamente na regido espectroscopica
do ultravioleta visivel. E um agente fotossensibilizante muito eficaz na ina-
tivacdo de micro-organismos como bactérias e virus'*!'. O AT é uma feno-
tiazina andloga ao MB, com minimas divergéncias estruturais, que seriam
a presenca de dois metilaminas no azul de metileno. Tem sido amplamente
empregado na coloragdo bioldgica, especialmente na hematologia®®2.

Tabela 23.1 Derivados fenotiazinicos avaliados como potenciais fotossensibilizadores contra tripanossomatideos

FORMULA

MOLECULAR ESTRUTURA QUIMICA

SIGLA NOME QUiMICO PM (G/MOL)

MB 3,7-bis(Dimethylamino)-phenothiazin-5-um chloride 319,85 C H NS "3°~.,Qsmﬁ£"3

1671873 CHs - CHs

Cl
(7-amino-8-methylphenothiazin-3- N
L ylidene)-dimethylazanium chloride 305,83 Cofl OGS HzNj@SQT’/

Ao mesmo tempo, a induastria farmacéutica tem empreendido esforcos
vigorosos no desenvolvimento de medicamentos para doengas causadas
por tripanossomatideos e, de fato, conseguiu surpreendentemente quando
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Figura 23.6 Resultados do protocolo utilizando leishmania: efeito da PACT sobre promastigotas. (A) Grdfico apresentando a inibicdo
da proliferacdo celular. (B) Micrografia eletrdnica de varredura de amostra controle, morfologia padrdo de promastigota sem alteracdes
morfoldgicas. (C) Micrografia eletrénica de varredura de promastigota tratada pela PACT, apresentando retracio citoplasmticas além
de alteracdes microtubulares. (D1) Micrografia de fluorescéncia, utilizando MDC (sonda para detecgdo de autofagia), de promastigotas,
controle apresentando auséncia de autofagia. (D2) Micrografia de fluorescéncia, utilizando MDC (sonda para detecgdo de autofagia), de
promastigotas tratadas pela PACT, apresentando marcagdo positiva para autofagia (seta azul).

considerou o seu conhecimento limitado as particularidades metabdlicas dos
parasitas. Pelos padroes terapéuticos modernos, no entanto, a maioria des-
ses firmacos, se nao todos, deve ser classificada como insatisfatoria devido
a sua grande toxicidade, eficacia limitada e desenvolvimento de resisténcia
pronunciada?”!5*, De fato, as varias formas de tripanossomiases e leishma-
nioses sio comumente doencas negligenciadas, as quais matam cerca de
500 mil pessoas por ano. No fundo, esse cenario terapéutico frustrante tem
cunho comercial, pois os altos custos atuais para o desenvolvimento desses
novos firmacos ndo garantem um facil retorno financeiro do investimento,
visto que as doengas ocasionadas por tripanossomatideos prevalecem em
paises com condi¢oes socioeconomicas desfavorecidas's*.

Nesse contexto, é considerando os impactos socioeconémicos mundiais,
a importancia para a saude publica mundial e a necessidade de tratamentos
mais eficazes e menos agressivos aos pacientes que este trabalho avaliara a
op¢ao de uso da fotoquimioterapia antiparasitaria (QTFAp) como uma nova
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forma de tratamento contra os tripanossomatideos causadores da leishma-
niose (Figura 23.6).

23.8 APLICABILIDADE DA TERAPIA
FOTODINAMICA NA ONCOLOGIA

O cancer é hoje um evidente problema de satde publica mundial e,
segundo a Organizacao Mundial de Saade (OMS), em 2030 espera-se uma
incidéncia de 27 milhdes de casos, com 17 milhoes de mortes. No Brasil, as
estimativas de 2012 e 2013 apontam para uma ocorréncia de aproximada-
mente 518.510 de acometimentos, dentre os quais os tipos de cancer mais
incidentes para o sexo masculino sdo os de pele (ndo melanoma), prostata,
pulmio, célon e reto e estdmago. Para o sexo feminino, os mais comuns
sdo os canceres de pele nio melanoma, mama, colo do utero, célon e reto e
glandula tireoide.

Nas ultimas décadas, o progresso na pesquisa basica gerou uma melhor
compreensao com relagdo a fisiopatologia dos tumores, levando inclusive
ao desenvolvimento de novas drogas. Grandes ensaios clinicos foram rea-
lizados, e avancos, alcancados; porém, melhorias pouco significativas na
terapia e muitas restri¢des a novos farmacos devido a toxicidade acarretam
um baixo indice de novas drogas clinicamente aprovadas e liberadas pelos
orgaos de fiscaliza¢do. A terapia fotodindmica (TFD) tem sido desenvol-
vida na esperanca de atender a essa necessidade, apresentando-se como uma
alternativa inovadora por ser minimamente invasiva, e, ao contrario do que
acontece na quimio e na radioterapia, por ser menos demorada e causar
menos efeitos adversos aos pacientes, o que torna possivel sua aplicagdo
ambulatorial>!%8,

A terapia fotodindmica (TFD) utiliza um agente fotossensibilizante, luz
e oxigénio molecular para matar seletivamente certos tipos de células. Na
dermatologia e na odontologia, utiliza-se o TFD com sucesso no tratamento
de cancer de pele ndo melanoma e lesdes pré-malignas e cancer bucal, e uma
das grandes vantagens é a possibilidade de administra¢do topica, permi-
tindo a destrui¢ao do tecido canceroso e poupando o tecido periférico nor-
mal’87387 119134142 "Entretanto ainda ndo existe um protocolo definido quanto
ao numero de sessdes e intervalo entre elas’®73.

Um estudo para analisar as altera¢des morfologicas e ultraestruturais de
células neopldsicas Hep-2 submetidas a TFD utilizou o zinco ftalocianina
como corante. As células neoplasicas Hep-2 submetidas a TFD mostraram-se
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fotodanificadas morfologica e ultraestruturalmente, sendo possivel observar
algumas alteragdes nas organelas celulares. Portanto, pode-se concluir que
ap6s TFD utilizando ZnPc essas células sofreram morte por apoptose”.

Ha muitos trabalhos mostrando a aplicabilidade dos lasers de baixa
poténcia e dos diodos emissores de luz (LED) em diversas dreas, seja na
biotecnologia, nos processos biolégicos ou nas inameras areas da satde,
sendo os dois (laser e LED) muito similares no que diz respeito a eficacia
do tratamento por fototerapia. No entanto, percebe-se que ainda ndo existe
um consenso geral quanto ao protocolo exato a ser utilizado, tais como a
quantidade, poténcia e tempo de aplicacdo. Espera-se que em um futuro pré-
ximo esses problemas acabem pelo continuo avango nos estudos e pesquisas,
utilizando as diversas formas de luz.

A TFD é definida como uma terapia por reag¢ao fotoquimica direcionada
a um controle localizado de um tecido doente, com o objetivo de causar des-
truicdo seletiva dessa regido. E uma técnica terapéutica composta de duas
etapas, na qual inicialmente utiliza-se uma droga sensibilizante (fotossen-
sibilizador), seguida pela etapa de irradiagdo de uma luz visivel e ativa-
¢ao desses compostos. Os fotossensibilizadores quando ativados transferem
entdo a energia fornecida ao oxigénio molecular, gerando espécies reativas
de oxigénio (ROS) e induzindo a morte celular. A afinidade do fotossensi-
bilizador pelas células tumorais permite um alto direcionamento ao local
afetado, possibilitando um tratamento localizado, uma vez que o tempo de
meia-vida das ROS é muito curto e ndo permite a difusio desses compostos
a outras regioes do tecido>!'%5.

Apesar da utilizacdo da luz solar pelos povos antigos no tratamento de
diversas condicdes, como vitiligo e psoriase, estudos da utilizagdo da luz
como modalidade terapéutica propriamente dita s6 comecaram a se desen-
volver no inicio do século XX. Os primeiros experimentos sobre o assunto
foram descritos por Oscar Raab em 1900 e consistiam na descri¢io do efeito
fotodinamico da laranja de acridina em protozodrios e paramécio, na pre-
senca de luz solar. Tal observac¢ao levou ao desenvolvimento de compostos
derivados da hematoporfirina que posteriormente foram utilizados como
marcador fluorescente para o diagnostico do cancer!?s,

Porém, s6 em 1972, a partir das pesquisas de Diamond et al., mostrou-se
a possibilidade de os fotossensibilizadores serem utilizados em aplicacoes
terapéuticas, apos a verifica¢do da eficacia da TFD no tratamento de glio-
mas de ratinhos'?®. Atualmente, os estudos com essa modalidade intensifi-
caram-se, mostrando as potencialidades terapéuticas da TFD no tratamento
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de cancer de cabeca e pescoco, cérebro, pulmao, pancreas, cavidade intrape-
ritoneal, mama, prostata e pele?.

Apesar dos resultados promissores, s6 em 1993 se deu a aprovagao do
primeiro fotossensibilizador, ocorrida no Canada. Tratava-se do Photo-
frin® (um derivado da hematoporfirina), para o tratamento do cancer da
bexiga. Mais tarde, este foi aprovado pela agéncia norte-americana Food
and Drug Administration (FDA) para o tratamento do cancer esofdgico.
Hoje, existem ja alguns fotossensibilizadores aprovados em vérios paises
para aplica¢des em TFD!%8,

Evidencia-se, portanto, a necessidade de mais estudos para estabelecer o
valor da TFD em compara¢ao com os tratamentos convencionais em termos
de eficdcia, tempo de recuperacdo, complicag¢des, aceitabilidade do paciente
e custos®. Ainda assim, nos ultimos anos, a terapia tem ganhado espago,
tendo sido indicada e utilizada principalmente na dermatologia, para o tra-
tamento de cancer de pele, progredindo de um recurso terapéutico expe-
rimental para a primeira op¢do no tratamento de lesbes como queratoses
actinicas e outras lesdes superficiais como carcinoma basocelular superficial
e doenca de Bowen’s. Tendo em vista que a terapia fotodindmica apresenta
como caracteristicas uma baixa toxicidade ao tecido normal, efeitos sis-
témicos minimos, morbidade em longo prazo bastante reduzida e falta de
mecanismos de resisténcia intrinseca ou adquirida, essa podera se tornar
uma opgio terapéutica valiosa para o tratamento do cancer, ou ainda ser
combinada a outros tratamentos contra o cancer?.

23.8.1 Os efeitos biolégicos da terapia fotodindmica

A terapia fotodindmica estd baseada no principio de que a ativagdo de
um fotossensibilizador pela luz visivel cria espécies de oxigénio citotoxi-
cos e radicais livres, que destroem seletivamente as células de proliferagao
rapida como o cancer??. Para realizar a TFD sdo necessarios trés elementos:
agente fotossensibilizante, luz e oxigénio. Basicamente, essa técnica con-
siste em duas etapas: primeiro o agente fotossensibilizante acumula-se nas
células tumorais ap6s a administra¢ao topica ou sistémica. Em seguida, o
tumor fotossensibilizado é exposto a luz de comprimento de onda especi-
fico para o espectro de absorcdo do agente fotossensibilizante (ativacao do
fotossensibilizador)'.

A TFD baseia-se em rea¢oes fotoxidativas, nas quais o fotossensibiliza-
dor, ap6s ser excitado pela luz, passa do seu estado fundamental (S,) para
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seu primeiro estado excitado (S,), de meia-vida curta. Nesse momento, as
moléculas podem voltar ao estado de repouso, liberando energia em forma
de fluorescéncia por meio da emissdo de fotons ou prosseguir na cadeia de
reacOes quimicas, até alcancar o estado tripleto, de meia-vida mais longa.
As moléculas no estado tripleto transferem sua energia diretamente ao oxi-
génio intracelular, formando o oxigénio singleto ('O,), altamente reativo, de
meia-vida curta e responsavel pela morte celular. O fotossensibilizador exci-
tado (tripleto) pode reagir com moléculas do substrato biolégico, formandos
radicais que reagem com o oxigénio gerando oxidacio (reag¢do do tipo I),
ou transferir a energia diretamente ao oxigénio, gerando o oxigénio singleto
(reagdo do tipo II). O oxigénio singleto reage com moléculas no interior da
célula e nas membranas, causando o dano celular. A oxidacdo dos consti-
tuintes celulares pelos oxigénios reativos danificam as membranas plasma-
ticas e as organelas celulares, com subsequente alteracdo de permeabilidade
e funcdo de transporte entre os meios intra e extracelular. Altera¢des nas
membranas do nucleo, mitocondria, lisossomos e reticulo endoplasmatico
também ocorrem. Fotossensibilizadores que se localizam preferencialmente
nas mitocondrias levam a célula principalmente a apoptose, enquanto fotos-
sensibilizadores que se localizam nos lisossomos ou nas membranas, em
geral, promovem tanto a apoptose quanto a necrose!*3%142,

A destruicdo direta das células tumorais deve-se aos danos fotodinamicos
de cardter irreversivel provocados molecularmente em determinados alvos
subcelulares. A natureza molecular dos alvos foto-oxidados influencia exten-
samente as vias de sinalizacdo e os tipos de morte que sdo posteriormente
desencadeados pela TFD'?8. A TFD pode ativar trés principais vias de morte
celular: morte celular por apoptose, necrose e autofagia?.

Acredita-se que as doses mais baixas de TFD levam a mais células apop-
toticas, enquanto doses mais elevadas conduzem a proporcionalmente mais
células necroticas. A meta mais importante da TFD em vias de sinalizagdo
celular é a ativag¢do da via pré-apoptética da familia de proteinas Bcl. Os
danos provocados pela luz em Bcl-2 induz a apoptose em células cancerosas.
Outros estudos descobriram que proporg¢des elevadas de morte celular apos
a TFD ocorrem quando ha uma forte evidéncia de caspases 3 e 9 presentes
no lisado celular, indicando que a TFD deve ativa-los dentro da via de morte
celular. Tem sido sugerido que a apoptose e a necrose apresentam percursos
de iniciacdo comum e que o resultado final é determinado pela presenga de
uma caspase ativa. Isto implica na inibi¢do da apoptose e direciona as célu-
las a necrose, de modo que as células suficientemente danificadas pela TFD

sao destruidas, independentemente do mecanismo envolvido!?°.
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Estudos recentes mostraram que a TFD pode induzir autofagia, eventual-
mente, devido a alta reatividade das ROS produzidas. A autofagia € iniciada
numa tentativa de remover as organelas lesadas ou para degradar agregados
de proteinas, produzidas pelas rea¢des fotodindmicas, as quais nio podem
ser removidas pela ubiquitina. No entanto, como a autofagia é um processo
autolimitado, é possivel que a sua persisténcia induza um colapso metabo-
lico e bioenergético suficiente para provocar a morte celular. A localizagao
subcelular especifica ou a organela celular onde ocorrem danos provocados
pelas ROS sdo fatores que influenciam o resultado do processo autofagico!?s.

A TFD mostrou causar dano oxidativo nas bases do DNA, rupturas dos
filamentos e ligagdes cruzadas. O potencial mutagénico varia entre tipos de
células, refletindo possivelmente difereng¢as nos mecanismos de vigilancia,
capacidade de reparag¢dao ou dano. Pode-se concluir que os efeitos prejudi-
ciais para o DNA da TFD nio sao apenas dependentes das variaveis da TFD,
mas dependem também dos mecanismos celulares de reparag¢ao!?’.

Desde o inicio dos anos 1980 foi observado que um mecanismo adicio-
nal indireto coexiste com o efeito citotoxico da TFD: trata-se do efeito de
obstrucao vascular, o qual provoca morte por inducao de isquemia. Pos-
teriormente, varios estudos pré-clinicos demonstraram que os mecanismos
relativos aos efeitos vasculares variam segundo os fotossensibilizadores e
tecidos-alvo!?8.

Estudos recentes demonstram que a TFD induz uma resposta imune no
hospedeiro. Esta tanto pode ser imunoestimulatoria quanto imunossupres-
siva. Uma resposta imunoestimulatéria pode melhorar ainda mais os efeitos
terapéuticos no tumor primario, assim como nas metastases. Apesar de a
TFD ter a capacidade de estimular uma resposta imune antitumoral, esta
nem sempre se verifica. A explicacdo para esse acontecimento pode ser a dis-
fun¢do das células dendriticas causada pelo tumor, que leva a uma resposta

imunossupressiva'2%:128,

23.8.1.1 Fotossensibilizadores

Existem varios fotossensibilizadores que tém alcancado bons resultados
no tratamento oncolégico, porém apenas alguns estao disponiveis comer-
cialmente, enquanto outros se encontram em nivel de ensaios clinicos. Os
fotossensibilizadores sdo fundamentais para a TFD, e, nesse sentido, muitos
estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de um fotossensibiliza-

dor ideal.
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As caracteristicas ideais para um fotossensibilizador seriam ter alta seleti-
vidade e retenc¢do para o tecido-alvo, capacidade para a formagdo de espécies
citotoxicas, pureza e estabilidade quimica, absorver a luz em comprimentos
mais longos (L 600 nm a 850 nm) para maior penetracdo da luz nos tecidos,
elevado rendimento quantico tripleto, de oxigénio singleto, devendo essas
espécies reativas apresentarem um tempo de semivida relativamente elevado.
Nao deve apresentar toxicidade no escuro nem provocar efeitos mutagénicos
e carcinogénicos, e deve possuir estrutura anfifilica para facilitar a biodistri-
buicdo nos tecidos, e ser facilmente eliminado pelo organismo!?®,

A questdo da seletividade dos fotossensibilizadores as células tumorais
ainda nao foi bem elucidada; porém, as hipoteses levantadas para explicar
o acumulo preferencial do firmaco nas células cancerosas sio de que as
caracteristicas lipofilicas desses compostos apresentam alta afinidade aos
receptores de LDL (low density lipoprotein), expressas em grande nimero
nas células tumorais e essenciais ao seu rapido desenvolvimento. Porém, esse
mecanismo ainda continua a ser debatido, pois existem fotossensibilizadores
com alta afinidade para LDL, porém baixa seletividade tumoral, assim como
ha aqueles com baixa afinidade ao LDL, porém alta seletividade tumoral.
Além disso, supoe-se que um grande espaco intersticial (maior quantidade
de lipideos, fibrina e colageno) e especialmente uma grande vasculariza-
¢ao tumoral associada a uma baixa drenagem linfatica possam estar ligadas
a esse acumulo preferencial. Outro fator relevante seria o fato de que o
aumento do processo glicolitico anaerdbico em tumores hipoxicos provoca
acidose no fluido intersticial e aumento de cargas negativas na membrana
dessas células, fomentando a retencao de compostos que se tornam mais
protonados em condigdes acidas!'®”.

Como dito anteriormente, o primeiro fotossensibilizador aprovado
foi o Photofrin®, seguido do desenvolvimento de varios outros, que hoje
sao divididos em trés geragdes: os de primeira geracdo, ou de tipo por-
firinico; os de segunda geragao, que incluem varios derivados de porfiri-
nas, ftalocianinas, naftalocianinas, clorinas e baterioclorinas; e os de ter-
ceira geragdo, que incluem fotossensibilizadores com maior solubilidade
(menor lipofilicidade)!?$.

Dentre os fotossensibilizadores mais utilizados na pratica clinica, notada-
mente o Photofrin®, pode-se observar um baixo coeficiente de absortividade,
o que implica na administracdo de grandes quantidades do composto para
que seja obtida uma resposta fototerapéutica eficiente. Apresentam tam-
bém baixa penetracdo dos tecidos pela luz, porque seu maximo de absor-
¢ao ndo passa dos A 630 nm, e baixa velocidade de eliminacao, causando
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fotossensibilidade prolongada da pele mesmo ap6s a finalizacdo do trata-
mento!?”’. Devido a esses efeitos, varios trabalhos recentes tém focado no
desenvolvimento de veiculos para melhorar a seletividade desses fotossen-
sibilizadores, de modo a aumentar a capta¢ao tumoral. Dentre os melho-
res candidatos, encontram-se as emulsdes de lipossomas e nanoparticulas.
Porém, tem sido observado que esses veiculos podem diminuir o rendimento
quantico de oxigénio singleto, uma vez que o oxigénio singleto formado
tem que se difundir para fora do sistema e, como o seu raio de a¢gdo é muito
curto devido ao seu pequeno tempo de semivida, pode ndo conseguir alcan-
car o alvo e eliciar o efeito desejado. Uma alternativa a esse problema seria
ligar esses sensibilizadores a anticorpos, favorecendo ao maximo a seletivi-
dade as células tumorais'®.

23.8.1.2 Aplicacées da TFD na oncologia

Pele

Na dermatologia, a TFD é empregada no tratamento do cancer de pele
nao melanocitico (CPNM) e outras doencgas inflamatérias e proliferativas
nao neopldsicas, como psoriase, doenga de Darier, sarcoidose e necrobiose
lipoidica. Nas ultimas décadas, a TFD progrediu de um recurso terapéutico
experimental para a primeira op¢do no tratamento de lesdes como quera-
toses actinicas (QA) e outras lesdes superficiais extensas como carcinoma
basocelular superficial (CBC) e doenga de Bowen (DB)!3%!42, Na dermatolo-
gia, a TFD é realizada principalmente utilizando moléculas precursoras topi-
cas da via biossintética do heme, tal como o acido 5-aminolevulinico (ALA)
ou o seu metil éster metil aminolevulinato (MAL). Na pele, essas moléculas
sdo em seguida convertidas em porfirinas fotoativaveis, nomeadamente pro-
toporfirina IX (PpIX)!°. Segundo Braathen e colaboradores?', o dano celular
e, consequentemente, a morte, sio entao induzidos mediante ilumina¢do da
pele com luz azul ou vermelha.

Céncer de pele nGo melanocitico

O cancer de pele nio melanocitico é o tumor maligno cutineo mais
comum (70%) na idade adulta, e seu tratamento deve ser escolhido de
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acordo com o tipo clinico, tamanho e localizagio da lesio. A TFD é uma
modalidade terapéutica recente para tratamento do cancer de pele nio mela-
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Figura 23.7 Resultados obtidos com o uso da TFD em células de melanoma. (A) Avaliacdo do crescimento celular em 24 horas. Em com-
paragdo ao grupo controle 24 horas, é possivel observar a redugdo significativa nos grupos L—F+ e L+F+. (B) Avaliagdo do crescimento
celular em 48 horas. Em comparacdo o grupo controle 48 horas, é possivel observar a redugdo significativa nos grupos L—F+ e L+F+.

nocitico e pode ser considerada a primeira escolha em alguns casos®s.

Souza e colaboradores!”® testaram o ALA-TFD em 20 pacientes com
lesdes basocelular, cancer nio melanocitico com elevada incidéncia e doenca
de Bowen. Apos 60 meses houve reducdo das lesdes tumorais de 91,2% para
57,7%, demonstrando, portanto, a eficicia da ALA-TFD na reducdo das
lesdes. No entanto, os autores recomendam o uso da ALA-TFD em sessoes
repetidas para minimizar a recorréncia das lesdes.

Céncer de pele melanocitico ou melanoma

O melanoma cutdaneo é uma lesio maligna que acomete os melandci-
tos, células produtoras de melanina, substancia responsavel pela coloragao
e defesa da pele contra a radiagao ultravioleta. O tumor pode se desenvolver
em qualquer drea do corpo, tendo maior incidéncia nas dreas expostas a
radiacdo solar, além das mucosas, globo ocular e leptomeninge!?’.
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Em seus estudos, Santos'S” analisou os efeitos do laser de baixa poténcia

no crescimento celular e comportamento quimiotaxico em células de muri-
nos com melanoma. Os resultados mostram que o laser de baixa poténcia
com o comprimento de A 660 nm, nos tempos de 48 horas e 72 horas, ndo
promoveu mudancas no metabolismo celular; porém, houve altera¢iao do
comportamento quimiotaxico quando essas células foram irradiadas com
um comprimento de onda mais alto.

Powell e colaboradores'** compararam os efeitos de diferentes doses de
laser (A 780 nm, A 830 nm e A 904 nm) em células de melanoma cultivadas
em laboratorio. Apoés as irradiacdes, as células ndo apresentaram alteracdes
na taxa de prolifera¢do nos diferentes tratamentos, resposta semelhante a
obtida por Santos!’.

A Figura 23.7 mostra resultados obtidos com a técnica em células de
melanoma.

Cabega e pescoco

A incidéncia de cancer de cabeca e pescogo é elevada e tende a aumentar
com a idade. Carcinoma de células escamosas é um dos carcinomas mais
comuns em cabecga e pescogo. Os carcinomas de boca e orofaringe sio clas-
sificados como o sexto cancer mais comum no mundo®’.

O tratamento bdsico para os vdrios tipos de cancer bucal consiste na eli-
minag¢do dos tecidos neoplasicos através de cirurgia, radioterapia, quimiote-
rapia ou uma associacdo dessas trés modalidades terapéuticas. A escolha da
modalidade terapéutica depende da extensio, estadiamento tumoral, relagao
com estruturas anatomicas anexas, envolvimento de cadeia linfatica, idade
e cooperagdo do paciente, além do subtipo histologico de lesdao”. Em seus
estudos, Karakullukcu e colegas” analisaram o uso da TFD em 170 pacien-
tes com lesbes de resultantes do cancer bucal. A taxa de resposta global
dos pacientes foi de 90,7%, demonstrando que a TFD apresenta resultados
favoraveis no tratamento de cancer bucal.

Papini e colegas!"’
a laser para tratamento ndo cirurgico de metdstases cervicais. Para tanto, os
autores utilizaram a técnica de ultrassom guiada a laser em cinco pacientes
e fizeram analises de tireoglobulina e altera¢des de linfonodos durante 12
meses. Ao final, houve reducao dos linfonodos que estavam metastaticos, e
em 60% dos pacientes nao foi detectada a tireoglobulina. Portanto, a téc-
nica de ultrassom guiada a laser de abla¢do pode ser utilizada no lugar de

estudaram a eficacia do ultrassom guiada por ablagao
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cirurgias. No entanto, em longo prazo, estudos para controle da doenga
sa0 necessarios.

Pulmao

A atuacdo da TFD em neoplasias no pulmao foi um dos primeiros suces-
sos clinicos da técnica. Atualmente, apds mais de trinta anos de experiéncia
clinica e progresso técnico, parece claro que uma ampla variedade de lesoes
pulmonares malignas podem ser erradicadas ou reduzidas por TFD. Varias
publicacdes revisadas demonstraram a eficicia da TFD para lesdes endo-
bronquicas obstruindo, fase inicial, e endobronquica minimamente invasiva
tumores e, em particular, iz situ e lesdes de displasia. Tumores periféricos e
pleurais também tém sido tratados com TFD através de intervengdes assisti-
das por video (VATS) ou colocagdo de cateteres guiada por CT*.

Endo e colegas** trataram 48 pacientes medicamente operaveis com can-
cer nos bronquios com comprimentos de tumor longitudinais menores ou
iguais a 10 milimetros com TFD entre 1994 e 2006. Uma resposta completa
foi alcancada em 94 % dos pacientes, e as taxas de sobrevida global de cinco
anos e de dez anos para a coorte foram de 81% e 71%, respectivamente.

Usuda e colegas!®? utilizaram a TFD com o fotossensibilizador NPe6 no
tratamento de cancer de pulmio. Os autores concluiram que a TFD com
NPe6 produz morte tumoral eficaz em tumores grandes e profundos, inva-
sivos, que foram reduzidos por eletrocautério. Caso contrdrio, as lesdes ndo
seriam normalmente passiveis de tratamento adequado com TFD.

Eséfago

Em seus estudos, Bronner e colegas®? avaliaram a ocorréncia de prolife-
racao de células escamosas em pacientes com displasia de alto grau no eso6-
fago tratados com TFD. Ao final das andlises histologicas, ndo foi detectada
proliferacdo celular. Portanto, a TFD pode ser utilizada no tratamento de
pacientes com displasia de alto grau.
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Cérebro

A seletividade da absor¢ao de fotossensibilizadores em tumores cerebrais
malignos, chamados de gliomas, tem atraido ao longo dos ultimos vinte anos
mais interesse; porém, a evidéncia de que a adi¢ao de TFD apés ressec¢do
cirargica desses tumores pode melhorar significativamente a sobrevivéncia
é limitada. No entanto, a administra¢ao do agente fotossensibilizante ALA,
antes da cirurgia, para identificar as margens do tumor através da fluores-
céncia é melhor do que dentro do tumor, pois internamente a fluorescéncia é
menor. Isso faz com que a resseccio do tumor seja mais completa, mas, infe-
lizmente, ndo tem mostrado aumentar o tempo de sobrevivéncia’?"¢!, Estudos
in vitro demonstraram resultados promissores quando utilizaram o ALA como
agente fotossensibilizador na dose entre 80 J/cm? e 100 J/cm? com A660 nm!®2,

A técnica preferencialmente sugerida é a realizagio da TFD através de
um cateter com fibra Optica, sendo necessario administrar previamente um
fotossensibilizador ao paciente e esperar tempo suficiente para o agente
impregnar seletivamente as células tumorais. O cateter com a fibra ¢é fixado
no tecido cerebral cirurgicamente. A primeira dose de TFD é dada na sala de
recuperagao, sendo aplicada a dose de 100 J/cm? para a periferia da cavidade
do tumor. Foi utilizado o laser de diodo, com um comprimento de onda de A
630 nm. Mais doses de TFD podem ser dadas a beira do leito nos dias sub-
sequentes. Essa técnica fora do centro cirdrgico proporciona um tratamento
mais fracionado e com menos custos ao paciente que, segundo o estudo,
o tratamento com cinco aplicacdes consecutivas mais a administragiao de
dexametasona durante trés dias para evitar o edema cerebral.

Bexiga

O carcinoma superficial de bexiga é geralmente tratado pela ressecgdo
transuretral. No entanto, esse tratamento é marcado por uma taxa de recor-
réncia de até 70%, razdo pela qual é intensa a busca por uma modalidade
de tratamento eficaz na erradica¢do confidvel das células tumorais. A TFD
tem sido estudada como tratamento alternativo para o cancer de bexiga,
porém é mais indicada para o tratamento dos casos superficiais, pois alguns
estudos mostraram que a utilizacdo na mucosa da bexiga é contraindicada
por causar contracdo. O fotossensibilizante Hexvix® tem se mostrado menos
penetrante, ndo alcan¢cando a mucosa e sendo muito promissor. O propédsito
da TFD no tratamento do cancer de bexiga é duplo: erradicacdo dos focos
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visiveis e invisiveis e preven¢do de recorréncia apos procedimento cirirgico
para remog¢do do tumor®*%7,

Préstata

O uso da terapia fotodindmica para o tratamento do cancer da prostata
ird requerer que todo o tecido glandular, tanto o normal como o maligno,
seja extirpado, para que se obtenha o sucesso. A introdu¢do de um fotossen-
sibilizador que atua apenas sobre a regido vascular representa uma mudanca
no paradigma da TFD, pois a meta nesse caso ndo é matar as células tumo-
rais diretamente, mas sim os seus vasos sanguineos. Os fotossensibilizado-
res mais utilizados em estudos com cancer de prostata sao os derivados da
hematoporfirina!!*11s,

O efeito citotoxico desta modalidade terapéutica é obtido quando a fonte
de energia laser incidente, através de fibras dpticas orientadas por pungao
na regido perineal, chega a proéstata fotossensibilizada. Os efeitos colate-
rais sao poucos e estao relacionados a puncao local, causando hematuria e
incontinéncia urinarial>#4,

Pancreas

O carcinoma de células pancredticas é o tipo mais comum de cancer de
pancreas. Alguns estudos demonstraram a viabilidade do mTHPC como
fotossensibilizador, na dosagem de 0,15 mg/Kg, na TFD para cancer de pan-
creas utilizando fibras de luz percutaneas. Estudos revelam que a TFD pode
ser uma boa alternativa para tratamento, devido a necrose completa obser-
vada apenas com a dose mais elevada de luz, porém a rapida progressao
do tumor dificulta maiores estudos. O uso da TFD para esse tipo de cancer
provavelmente serd bem-sucedido como terapia adjuvante!s’.

Fotoquimioterapia antimicrobiana

A fotoquimioterapia, assim como a TFD, envolve a producao de oxigénio
singleto e outras espécies reativas de oxigénio, produzindo danos as célu-
las dos micro-organismos *!. Primeiramente, a demonstragao dos efeitos da
TFD sobre micro-organismos foi realizada por Raab, em 1900, que publicou
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um artigo no qual descrevia os efeitos fotodindamicos no micro-organismo
unicelular conhecido como Paramecium caudatum quando este era subme-
tido ao corante acridina, juntamente com a luz, ocasionando a morte desse
micro-organismo.

Bactérias gram-positivas e gram-negativas reagem diferentemente a TFD.
Em bactérias gram-positivas, a por¢ao externa da parede celular € relativa-
mente mais porosa, permitindo aos fotossensibilizadores neutros ou anioni-
cos a vincula¢do mais eficiente e a difusdo para locais sensiveis da célula®.
As bactérias gram-negativas foram inicialmente consideradas resistentes a
TFD, uma vez que fosfolipideos, lipoproteinas e polissacarideos complexos
presentes na membrana externa de bactérias como E. coli, P. Aeruginosa,
K.pneunomia e H.influenza podem inibir a ligagdo das moléculas de FS
anidnicos’-!'2, a menos que estratégias adicionais sejam utilizadas de forma
a facilitar o seu transporte através da membrana celular®’.

Dentre as estratégias que facilitam o transporte do FS através da mem-
brana de bactérias gram-negativas destacam-se o uso de um FS nio carre-
gado (a exemplo da deuteroporfirina e da protoclorofila), de um FS carre-
gado positivamente ou cationico (a exemplo de azul de toluidina O, azul de
metileno, substitutos de tetracatidénicos de porfirina, catidonicos ftalociani-
nas) ou o uso de um FS combinado com peptideos da membrana!'s. O FS
cationico € o ideal contra células bacterianas, pois sua taxa de absor¢cdo em
tais células é muito maior do que para as células de mamiferos®.

Carvalho?} avaliou in vitro o efeito antibacteriano do laser diodo
(GaAlAs, A 650 nm, 8 J/cm?, 50 mW, ¢ = 0,1 cm?, Laserline®), associado a
substancia fotossensivel azul de toluidina, sobre as bactérias de ulceras cuta-
neas infectadas, e observou que houve redugao significativa das unidades
formadoras de coldnias (UFC) quando submetidas a TFD.

Dobson e Wilson'”! analisaram a redugdo bacteriana por fotoinativagao
de biofilme formado pelas espécies S. sanguis, P. gingivalis, F. nucleatum e
A. actynomicetecomitans. Para isso, foi utilizada uma associac¢ao de diversos
corantes e laser de HeNe de 7,3 mW de poténcia, sobre amostras de biofilme
em placa de petri. Os autores observaram que os corantes azul de toluidina e
azul de metileno foram eficazes em eliminar as quatro espécies de bactérias,
e os corantes ftalocianina dissulfonada de aluminio e hematoporfirina éster
ndo foram tdo efetivos. Segundo os resultados, a técnica da terapia fotodi-
namica antimicrobiana pode ser efetiva em eliminar bactérias periodontopa-
togénicas da placa bacteriana.

Burns e colaboradores'”? verificaram a fotoinativa¢ao de bacté-
rias cariogénicas associando o AIPcS, ao laser diodo de GaAlAs. Foram
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observadas reducoes de aproximadamente 10° UFC para S. mutans, S.
sobrinus, Lactobacillus casei e A. viscosus, nio sendo encontrado efeito
significativo sobre a viabilidade das bactérias quando elas foram expostas
somente a luz laser ou ao fotossensibilizador.

Soukos et al.'®® avaliaram os efeitos da TFD utilizando o laser de baixa
intensidade vermelho associado ao corante azul de toluidina sobre quera-
tinocitos orais humanos, fibroblastos e cultura de S. sanguis. Segundo os
resultados, os autores concluiram que o uso de baixas concentragdes de
corante e do laser provocou a morte bacteriana, sem comprometer a viabili-
dade dos queratinécitos e fibroblastos.

Tanaka et al.'”! avaliaram os efeitos citotoxicos da TFD sobre os neutré-
filos do sangue periférico de murinos utilizando diferentes fotossensibiliza-
dores. Cada fotossensibilizador foi testado em uma concentracdo que exer-
ceu um efeito maximo bactericida sobre Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA). Os autores observaram que a maioria dos neutréfilos
foram mantidos vidveis (mais de 80%) apdos a TFD usando o azul de tolui-
dina ou o azul de metileno, o que sugere que essa terapia pode preservar
estas células, enquanto exerce um efeito terapéutico significativo sobre a
infec¢do microbiana localizada.

Tecido ésseo

Guglielmi et al.*® investigaram a utilizagao da TFD como um tratamento
alternativo para osteomielite. Foi utilizada uma cepa de S. aureus para a
inducdo da osteomielite, que ocorreu em dez dias. Apos este periodo, o tra-
tamento compreendeu a administragao intraperitoneal de acido aminolevu-
linico (300 mg/kg), e 4 horas apos a realizacdo deste procedimento, a darea
infectada foi irradiada com luz laser (A635 =+ 10 nm, 75 J/cm?), entregue via
transcutanea por meio de uma fibra optica colocada na tibia. Os autores
observaram que o acido aminolevulinico foi eficaz na redugdo de biofilme
no osso, confirmando, assim, seu potencial para o tratamento de osteomie-
lite em modelo animal.

Goto et al.’” avaliaram o efeito da TFD em modelo animal de osteomie-
lite utilizando o fotossensiblizador Na-Pheophorbide (Na-Phde). O grupo
controle foi tratado com injecdo de solugdo salina tamponada com fosfato,
enquanto no grupo experimental, 48 horas apds a infec¢do inicial com
Staphylococcus aureus na tibia dos animais, foi injetada intraperitoneal-
mente uma solu¢ao de Na-Phde (560 mmol/L). Sessenta minutos depois da
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injecdo desse fotossensibilizador, a drea infectada foi irradiada com luz laser
(A 670 nm, 125 mW, 10 minutos, 93,8 J/mm2). O crescimento bacteriano
e os exames histologico e radiologico foram avaliados 14 dias apds o tra-
tamento inicial. Os autores observaram que a TFD com Na-Phde preveniu
significativamente o edema. Além disso, histologica e radiograficamente, foi
observada inibi¢do da destruicdo 6ssea na regido da tibia.

Tardivo e Baptista!”? avaliaram o efeito de dois protocolos de TFD em
osteomielite de pés diabéticos de dois pacientes. No primeiro paciente, a
fim de combater a infeccao nos tecidos 6sseos e moles, uma solucao de
fenotiazina (uma mistura de 1:1 das solucdes de azul de toluidina 2% e azul
de metileno a 2%) foi introduzida na fistula, de forma a alcancar o osso
subjacente. Em seguida, duas fontes luminosas foram utilizadas sobre as
infec¢oes dos tecidos supracitados, as quais deveriam ser tratadas ao mesmo
tempo. Cinco minutos apds a injecao do FS, a irradiagao foi realizada (10
minutos) através da introdu¢do de uma fibra 6ptica através da fistula, de
forma a entregar a luz laser (HeNe, A 632 nm, 5 mW) diretamente no osso,
e a irradiagdo externa do halux foi realizada com uma fonte de luz policro-
matica ndo coerente (RL 50, A 570 nm a 750 nm, 100 mW, 60 J/cm?, ® =
50 mm). O protocolo do segundo paciente foi semelhante ao do primeiro;
entretanto, foi utilizada uma mistura 1:1 de hipérico (10% de propileno
glicol e 2% de azul de metileno), sendo a irradiag¢do interna (osso) realizada
com luz branca nao coerente (TransLux III; Kulzer, Sao Paulo, Brazil; 7 mW)
e a externa com luz policromdtica nao coerente, conforme o protocolo do
primeiro paciente. De acordo com os autores, ambos os protocolos foram
efetivos no manejo da osteomielite em pés diabéticos, sendo demonstrado
por meio de radiografias areas evidentes de reparo dsseo.

Tem sido estudado durante muitos anos que o osso normal é relativa-
mente resistente a TFD, e muitos estudos estao na fase iz vitro ou animal,
de modo que ndao ha nada concreto no tratamento de doentes humanos com
cancer 6sseo ou com metastase ossea. Alguns estudos relataram o aumento
da sobrevida quando realizada a TFD em metdastase 6ssea ou osteossarcoma,
porém também relataram que para as metdstases Osseas serd importante
estudar melhor a colocac¢ao de fibras na coluna vertebral3542,

Céancer de mama

Estudos com a TFD no cancer de mama mostraram que a sele¢do de
pacientes para o uso da terapia se deu a partir de critérios como nao
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responder a quimioterapia ou a radioterapia, devido a grande extensiao
do local do tumor, ou ser inelegivel para cirurgia. O carcinoma de mama
recorrente sugere que a terapia fotodinamica parece ser um valioso com-
plemento aos tratamentos cldssicos. Os riscos potenciais da terapia sdo bai-
x0s, ndo ha influéncia sobre a qualidade de vida e ndo ocorre promogido de
metastases!!*115,

Em estudos realizados por Montazerabadi'®>'%, foi demonstrada a efi-
cacia do mitoxantrona, um agente antineopldsico, como fotossensibilizante
na terapia fotodinamica em uma linhagem celular de tumor de mama em
humanos (MCEF-7). Esse estudo comparou diferentes concentracdes de mito-
xantrona com diferentes doses de luz. Conclui-se que numa concentragao
relativamente baixa do antineoplasico, 5 pM, associada com 30 J/cm? de
luz no comprimento de onda de A 660 nm, ocorreu a morte significativa das
células tumores MCF-7, mostrando o potencial desse antineoplasico como
fotossensibilizador na TFD nos tumores de mama. Porém, muitos estudos
ainda estio em andamento.

Condi¢ées pré-malignas da genitdlia e regides pélvicas

A neoplasia intraepitelial (altera¢des pré-cancerosas que podem evoluir
para cancro invasivo) da vulva, vagina, colo do ttero, do pénis e da regidao
perianal estd muitas vezes relacionada com a infecg¢do pelo virus do papi-
loma humano (HPV) ou virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Muitas
vezes ocorre o desenvolvimento de dreas sensiveis e lesdes doloridas e des-
confortaveis, tendo um grande potencial para a TFD*°.

O estudo realizado por Trushina!®® teve como objetivo avaliar a efica-
cia da TFD no colo do utero, utilizando o fotossensibilizador Photogem®
em pacientes com lesdes pré-cancerosas e cancer cervical ndo invasivo. O
Photogem® foi administrado por via intravenosa 48 horas antes da irradia-
¢ao do tumor a uma dose de 2,5 mg/kg a 3,0 mg/kg, densidade de energia da
irradiagao laser de 150-200 J/cm? e densidade de poténcia de 150 mW/cm?
a 250 mW/cm?. A irradiacao foi realizada através da utilizacao de uma fibra
Optica com iluminagdo direta em uma das extremidades; posteriormente,
a complementacao foi realizada através da utilizacio de uma fibra cilin-
drica difusora. No retorno apés 40 dias da TFD, as pacientes estavam sem
lesdes de vulva, vagina ou colo de utero (colposcopia alargada), ndo havia
cicatriz e a elasticidade da vagina estava totalmente preservada. A TFD se
mostrou eficaz para esse tipo de aplicacdo, principalmente se os historicos
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clinicos das pacientes forem de ciclos de tratamento quimico sem resultados
satisfatorios.

Um dos avangos recentes da pratica clinica com essa terapia é o desen-
volvimento de lasers de diodo, equipamentos que se encontram altamente
disponiveis e compativeis para os fotossensibilizadores atualmente utiliza-
dos, tornando o procedimento ainda mais simples e barato. Esses lasers
apresentam excelentes vantagens, pois sio pequenos, podem ser facilmente
transportados, sdo bastante fidveis e ndo requerem um sistema de refrigera-
¢ao externo. A TFD nio ¢é indicada no caso de tumores grandes, profundos
ou disseminados, porque a penetrabilidade da luz monocromatica utilizada
até entao nido é capaz de penetrar além de 1 cm no tecido!?%!%5,

Muitos estudos estao sendo realizados em diversas especialidades onco-
l6gicas, porém os canceres de pele, de cérebro e condi¢oes pré-malignas da
genitdlia e regides pélvicas apresentam estudos mais avancados com relagao
ao uso da TFD, principalmente como terapia adjuvante. As maiores difi-
culdades que os pesquisadores relatam é na determinacao da dosagem e na
escolha do fotossensibilizador, dois fatores que sdo cruciais ao sucesso tera-
péutico. O cancer de pele apresenta maiores pesquisas e melhores resultados
pela sua facilidade de aplica¢do do fotossensibilizador e da irradiacdo do
laser; ja para canceres de cérebro e de prostata, por exemplo, hd a necessi-
dade de utilizagao de fibras Oticas para que a luz chegue a regido fotossensi-
bilizada, podendo este ser um empecilho na rotina hospitalar!'*!'*’, Os efei-
tos colaterais sao poucos e estdo relacionados a regiao aplicada, no caso da
proéstata, por exemplo, causando hematuria e incontinéncia urindria, porém
rapidamente resolvidos'>'*. Os riscos potenciais da terapia sio baixos, ndo
ha influéncia sobre a qualidade de vida e ndao ocorre promog¢iao de metasta-
ses. A TFD se mostrou eficaz para esse tipo de aplicagdo, principalmente se
os histéricos clinicos dos pacientes forem de ciclos de tratamento quimico
sem resultados satisfatorios’”'%,

No Brasil, assim como em paises como Canadd, Alemanha, Estados Uni-
dos, Francga e Japdo, ja existem protocolos clinicos para tratamento dos mais
diversos tipos de tumores, porém a terapia ainda é pouco empregada na
pratica clinica'®?. Os estudos aqui demonstrados tém mostrado que a TFD
pode ser considerada uma opc¢do interessante no tratamento de lesdes de
pele pré-malignas ndo melanoma e para o tratamento de eso6fago de Barrett
e colangiocarcinoma irressecavel. Ja com relacdo a TFD em outros tumores,
ainda restam desconfiangas por parte dos clinicos quanto ao tratamento,
uma vez que a andalise da eficicia depende muito da observa¢ido, em vez de
poder ser constatada por estudos devidamente controlados e randomizados,
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com uma padronizag¢ido unificada. Por essa razdo, a terapia é oferecida ape-
nas em um pequeno numero de centros especializados!?®145,

Poucos esforcos tém sido empreendidos no nosso pais no sentido de esti-
mular a pesquisa e o desenvolvimento nessa modalidade terapéutica, assim
como, consequentemente, sua aplicagio, embora se deva reconhecer que esse
¢ um tema de pesquisa de grande interesse estratégico.

Podemos observar que as potencialidades da TFD no tratamento do
cancer sio imensurdveis, porém, o maior desafio em curto prazo é realizar
ensaios clinicos para que fiquem cada vez mais claros os beneficios que essa
terapia pode trazer. Como a medicina atual estd baseada em evidéncias, é
preciso apresentar estudos que convengam os profissionais de satude e tragam
informagoes relevantes sobre a eficacia, seguranga, e papel significativo que
essa terapia pode desempenhar nas condi¢gdes tumorais, seja como co-terapia
ou mesmo substituindo a convencional. Infelizmente, ensaios clinicos reque-
rem tempo e dinheiro, embora ja existam fotossensibilizadores disponiveis
para esses ensaios e sistemas de emissdao de luz de facil acesso e baixo custo.
Apesar dessa dificuldade, essa modalidade terapéutica tem encontrado cami-
nho nas mais diversas dreas da medicina, sendo hoje a terapia de escolha em
cancer de pele (ndo melanoma), encontrando-se em expansao. Outro foco
das pesquisas tem se voltado para o desenvolvimento de fotossensibilizado-
res mais especificos, veiculos e tecnologias de entrega da luz, favorecendo
ainda mais a seletividade e potencialidade dessa terapia, para que entdo essa
técnica possa ser expandida e aplicada aos mais diversos tipos de cancer.

23.9 CONCLUSOES

A tecnologia que se serve de diversos tipos de luz encontra-se atualmente
em praticamente todas as dreas de pesquisa cientifica e tecnoldgica. Ini-
cialmente, o maior namero de aplicacdes do laser efetivou-se na ciéncia
de materiais (deposi¢dao de filmes finos). Através de modificacdes como a
durag¢ao dos pulsos, novos comprimentos de onda e diversos tipos de lasers,
estes se popularizaram em outras 4reas, como a biologia, a medicina e
a biotecnologia.

Na drea biolégica, por exemplo, o laser pode ser utilizado na contagem
e identificacdo de células hematologicas pelo seu tamanho e complexidade
(hemograma); ou na identificagao imunofenotipica por citometria de fluxo;
quantifica¢ao de sequéncias de DNA por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real; tomografia celular, microdissec¢do de amostras,
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localizagao de moléculas e células, bem como quantificagao de compostos e
biofilmes celulares por microscopia confocal.

Na medicina, o laser encontra varias aplicacoes. Os cirurgides valem-se
do feixe fino de luz que se concentra em quantidades significativas de ener-
gia em uma pequena regido como bisturi nas cirurgias, uso em que o laser
mostra eficiéncia associada ao fato de evitar contaminagao por micro-orga-
nismos e sangramento das porg¢des secionadas. Usando o laser, os oftalmo-
logistas tratam o afrouxamento da retina, uma causa frequente de cegueira.
Outra fototerapia é o tratamento clinico que emprega a combinagido de luz,
oxigénio e um composto fotossensibilizador (FTS): a terapia fotodinamica
(TFD), usada no tratamento de uma variedade de patologias de carater
oncologico, cardiovascular, dermatoldgico, oftdlmico ou microbiolégico.

Na biotecnologia, as fototerapias axiliam varios processos, sendo a espec-
troscopia Raman uma importante ferramenta analitica e de pesquisa cujas
aplicacgoes incluem o monitoramento da produgao de carotenoides a partir
da levedura Phaffia rbodozyma; determinagdao de concentragoes de glicose,
de acetato, de lactato e fenilalanina em biorreatores de crescimento de E.
coli; e na determinacao da concentrac¢io de nitrito e nitrato no monitora-
mento de bioprocessos em reatores para tratamento de aguas residuais.

Como forma de alavancar as atividades industriais, e ndo s0, foi possivel
uma rapida diferenciacdo de coldnias de bactérias na base de padrdes de
difra¢ao da luz laser e analise da imagem. Ja foi descrito um método Optico
biotecnolégico que transforma a energia da luz laser em calor para controlar
a expressao de uma variedade de genes. Na industria cervejeira, a tecnologia
laser é usada na deteccao dos micro-organismos deteriorantes da cerveja.
Por sua vez, a aplica¢do da luz emitida por diodo (LED) tem sido utilizada
para aumentar o rendimento de bioprocessos. Nesse caso, a utilizacdo de
determinados comprimentos de onda na faixa do espectro vermelho e de
outra do infravermelho melhora a permeabilidade da membrana celular da
levedura, favorecendo as trocas metabdlicas, acelerando o consumo do acu-
car e aumentando a produ¢do de etanol. Outrossim, a aplicacio de LED
também permite monitorar em tempo real o consumo de substratos e a sua
transformacdo em etanol, o que extrapola o uso dessa forma de energia para
outras aplicacoes industriais.

Na fototerapia utiliza-se uma luz emitida por diodo (LED) ou a ampli-
ficacdo da luz por emissao estimulada de radiacdo (laser). Sendo formas de
emissdao luminosa, o laser e o LED estdao englobados dentro do espectro ele-
tromagnético, ocupando as faixas destinadas a luz visivel e luz infravermelha.
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O LED nao emite luz monocromatica, coerente ou colimada, mas consiste
de uma banda espectral relativamente estreita e é produzida pelas interagoes
energéticas do elétron. As vantagens da utilizagio do LED sao a eficiéncia
similar no tratamento de diversas patologias de pele, cicatrizagao de feridas
e reparo tecidual, além da longa durabilidade, baixo custo, ndo geracido de
calor, alta eficiéncia energética e dimensoes reduzidas.

A fototerapia laser é uma modalidade de tratamento nio invasiva, que
vem sendo amplamente utilizada no controle das mais diversas afec¢des.
Suas caracteristicas peculiares e que lhe conferem maior aplicabilidade sio o
fato de ser coerente, monocromdtica e altamente colimada. Dentre os efeitos
terapéuticos encontram-se o anti-inflamatério, analgésico e modulador da
atividade celular, os quais tém sido comprovados em diversos estudos.

23.10 PERSPECTIVAS FUTURAS

As aplicagoes de fontes luminosas, em particular lasers e LEDs, possuem
um potencial enorme na 4rea da biotecnologia. Como demonstrado ao longo
deste capitulo, as fontes de luz estdo sendo estudadas em diversas dreas da
saude e biologicas, quer como agentes terapéuticos quer como métodos de
diagnostico. Vislumbramos algumas possiveis aplicacdes futuras que pode-
rdo ser inestimaveis para a biotecnologia. Dentre estas, destacam-se: o moni-
toramento ambiental; o monitoramento espectral de micro-organismos, inse-
tos, e pestes agricolas; avaliacdo da maturacdo de frutas, verduras e legumes;
o diagnostico espectral de doencas; e na drea de exploracdo de petrdleo e na
recuperagao de pogos maduros.
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