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Resumo: O ácido aminolevulínico (ALA) é um 
precursor da Protoporfirina IX na síntese do heme e 
utilizado em forma tópica para tratamento de lesões de 
pele, incluindo câncer de pele, por terapia fotodinâmica. 
Quando aplicado topicamente o ALA induz a formação 
e acúmulo seletivo de PpIX nas lesões, e, sendo a PpIX 
um agente fotossensível, ao irradiar o tecido com luz, 
desencadeiam-se uma série de reações que levam à 
morte do tecido lesionado. Porém, umas das limitações 
desta terapia, é a dificuldade de penetração do ALA na 
pele. Diante disso, diversos métodos têm sido estudados 
na tentativa de melhoria da penetração e, 
consequentemente, na possibilidade de tratamentos de 
lesões mais profundas de pele. Um destes métodos é o 
uso de microfuros como canais de permeação do tópico. 
Neste estudo compara-se a produção de PpIX a partir de 
um único microfuro com laser Er:YAG com a produção 
de um único microfuro mecânico utilizando agulhas de 
acupuntura.  O aumento na produção e distribuição da 
PpIX nos tratamentos com microfuros mostrou que 
ambas técnicas podem ser utilizadas na melhoria da 
entrega do tópico utilizado.   
Palavras-chave: ALA, microfuros, laser Er:YAG, 
agulha de acupuntura . 
 
Abstract: The aminolevulinic acid (ALA) is a precursor 
of Protoporphyrin IX in heme synthesis and used in 
topical form for the treatment of skin lesions, including 
skin cancer by photodynamic therapy. When topically 
applied the ALA induces the formation and selective 
accumulation of PpIX in the lesions. Being the PpIX an 
photosensitive agent, lead to a series of reaction that 
provoke the death of the injured tissue when irradiated 
with a specific wavelength of light. However, one of the 
limitations of this therapy is the difficulty of penetration 
of ALA in the skin. Therefore, a variety of methods have 
been studied in an attempt to improve penetration of 
ALA and thus the possibility of treatments of deeper 
lesions of skin. One of these methods is the use of 
microholes as channels of topical permeation. In this 
study we seek to compare the PpIX production from a 
single microchannel with Er: YAG laser in relation to 
the production of a single mechanical microchannel 
using acupuncture needle. The increase of PpIX 
production and PpIX distribution in skin treated with 
microholes showed that both methods can be used to 

allow an improvement in transdermal drug delivery.   
Keywords: ALA, microchannels, Er:YAG laser, needle of 
acupuncture . 
 
Introdução 
 

O ácido aminolevulínico (ALA) é uma precursor da 
Protoporfirina IX (ppIX) na síntese do heme, e utilizado 
como pró-droga (tópica) em tratamentos de lesões de 
pele por Terapia Fotodinâmica (TFD). Dentre as lesões 
comumente tratadas por TFD está Doença de Bowen, 
Câncer Basocelular, Psoríase, entre outros. Este 
tratamento é possível, pois certos tipos de células tem a 
capacidade de acumular PpIX (que é fotoativo), quando 
administrada exogenamente, assim, ao irradiar o tecido 
com um comprimento de onda específico, desencadeia 
na morte do tecido lesionado [1][2].   

Porém dentre as limitações desta Terapia, está o fato 
de que a primeira camada da pele, o estrato córneo, ser 
uma barreira à penetração de medicamentos tópicos, 
outra questão é caráter mais hidrofílico do ALA em 
contrapartida à lipofilicidade do estrato córneo. Sendo 
assim, a dificuldade em o ALA penetrar as primeiras 
camadas da pele tem sido uma das limitações desta 
terapia [1][2]. Diante deste exposto, diversas técnicas 
tem sido estudadas na tentativa de melhoria de entrega 
de tópicos, dentre elas estão a síntese de novos 
derivados de ALA [3][4], associação com técnicas 
mecânicas de iontoforese, [5][6], ultrassom [7], e 
microfuros por ablação à laser de femtosegundos [8] de 
CO2 fracionado [9], de Er:YAG [10][11] e rolos de 
microagulhas[12][13].  

No estudo de Fang et al. [5] comparando técnicas de 
microdermoabrasão e Er:YAG, ele mostrou um maior 
aumento da permeação de ALA para o grupo tratado 
com laser Er:YAG, aumentando com a fluência utilizada 
(máximo de 2.6 J/cm2). Similar resultado foi mostrado 
no estudo de Shen et al. [14] (fluência de até 3.1 J/cm2) 
em tumores, onde  o tecido lesionado e tumoral tratado 
com com Er:YAG produziu até 4.9 vezes mais PpIX se 
comparado com o não tratado.  Também o estudo de Lee 
et al. [15] mostrou que um fluxo crescente de até 260 
vezes de ALA, em pele de porco, conforme a fluência 
de Laser utilizada (até 3 J/cm2). Concernente ao uso de 
agulhas mecânicas na melhoria de tratamentos tópicos 
por TFD, o estudo de Donnelly et al. [16]  utilizando um 
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arranjo de microagulhas de 0.27mm de comprimento 
conseguiu aumentar a distribuição de ALA (aplicado por 
meio de bioadesivo). 

Como complemento, neste estudo foi avaliado a 
produção de PpIX ao redor de um único furo de laser 
Er:YAG, comparando-a com a produção ao redor de um 
único furo com agulha de acupuntura. A ideia deste 
estudo é verificar se a forma de realização do microfuro 
(a laser, ou manual) diferenciam em produção e 
distribuição de PpIX. 

 
 

Materiais e métodos 
 

O estudo foi aprovado pelo “Comitê de ética em 
Experimentação Animal” da Universidade Estadual 
Paulista, Jaboticabal, Brasil. 

Animais – Um suíno (Sus Scrofa Domesticus)  fora 
utilizado no presente estudo, com massa de 20 Kg. O 
animal foi pré-anestesiado, e minutos após foram 
conduzidos para a sala de realização de experimento, 
onde receberam administração anestésica  com Propofol 
(4mg/Kg) intravenoso. Após intubação orotraqueal, a 
anestesia foi mantida com Isofluorano diluída em 100% 
de oxigênio (1L/min).  O animal foi anestesiado sobre 
ventilação controlada, cuja pressão nas vias aéreas e a 
frequência respiratória foram ajustadas para manter a 
normocapnia. Após o fim dos procedimentos, a 
administração dos anestésicos foi interrompida, e o 
animal extubado. A eutanásia foi realizada 
quimicamente, por excesso de anestesia. Todo este 
procedimento foi verificado por médicos veterinários 
especializados. 

   Laser Er:YAG – Fora utilizado um laser portátil 
de 2,94µm, disparo único, e curta duração (250µs) com 
possibilidade de 8 níveis de energia (Laser Doc 
LGM701, Isotech Co.,Ltd, Coréia). Este laser é 
utilizado para perfuração do dedo, desta maneira, 
coletando o sangue e aferindo a glicose. Tal laser é 
conhecido por perfurar cerca de até 0.3mm de 
profundidade na pele do dedo. Foi usado a energia de 
116 mJ. O microfuro foi realizado no dorso do animal, 
no centro de uma área circular previamente definida de 
5 mm de diâmetro, o creme com 20% de ALA foi 
aplicado nesta área, e após 3 horas de aplicação foram 
coletados 30 espectros, e realizado a média de 
intensidade de fluorescência em cada região de 
microfuro.  

Agulha de Acupuntura: Foi ajustada de forma que 
pudéssemos controlar o comprimento da agulha que 
perfuraria a pele na realização dos microfuros. O 
comprimento utilizado foi de 0.8 mm. Da mesma 
maneira que foram realizados com o laser, os furos com 
agulhas de acupuntura tiveram a mesma densidade de 
furos, e depois de realizado os microfuros de 0.8 mm de 
comprimento no centro de uma área circular de cinco 
mm de diâmetro foi aplicado o creme, e incubado por 
3horas.  

Imagens de Fluorescência – Imagens de 
fluorescência foram realizadas utilizando um dispositivo 

comercial (Evince, MMoptics, São Carlos-SP, Brasil) 
acoplado a uma câmera fotográfica (Sony DSC-H50 
9.1MP) com capacidade de zoom óptico de 15x e uma  
lente macro. A Câmera foi ajustada para um zoom de 3x, 
e imagens da fluorescência da PpIX foram obtidas no 
foco da lente após 3 horas da aplicação do creme. 

Espectroscopia de Fluorescência – Um 
espectrômetro (USB2000-FL, Ocean Optics), filtro 540 
nm, computador operando um software específico, um 
Laser Nd: YAG de frequência dobrada com excitação 
em 532 nm (AIX-532-30, AIXIZ lasers, Houston, TX, 
USA), e uma fibra óptica em Y (com duas fibras de 400 
µm de diâmetro), compôs o sistema de coleta de 
espectros de fluorescência. Os espectros de 
fluorescência foram coletados após 3 horas da aplicação 
do creme. Os espectros foram introduzidos em uma 
rotina em Matlab de modo que pudessem ser calculadas 
as médias e desvios das intensidades emitidas em 
635nm, respectivo à banda de emissão da PpIX, em uma 
região de cada tratamento.   
 
Resultados 
 

A Figura 1, abaixo, mostra uma imagem de 
fluorescência da PpIX após 3horas da aplicação do 
creme, em cada grupo. O controle se refere àquele 
tratamento onde não houve realização de microfuros de 
permeação anteriormente a aplicação do creme, e a 
autofluorescência onde não houve aplicação do creme. 
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Figura 1- Imagem de Fluorescencia da PpIX 3 horas 

após a aplicação do creme (20% ALA). 1- 
autofluorescencia; 2- controle; 3- agulha de acupuntura 
de 0.8mm; 4-  laser Er:YAG de 116mJ.   

 
A Tabela 1, abaixo, mostra os valores de intensidade 

de fluorescência para uma região de cada tratamento.  
 
Tabela1-Médias das intensidades dos espectros de 

fluorescência 3horas após a aplicação do creme (20% 
ALA). 

Tratamentos Média de intensidade 
(u.a) 

Autofluorescência  23.1±0.3 
Controle 41±4 
Acupuntura (0.8mm) 117±6 
Laser Er:YAG (116mJ) 123±3 
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Discussão 
 

O ALA é um composto que apresenta característica 
de baixa penetrabilidade na pele, e sua penetração 
transdérmica se dá em maior parte devido à presença de 
poros e glândulas sebáceas e sudoríparas. Porém estes 
anexos representam apenas 0.1 à 1 % da área de 
superfície da pele [17]. Este fato representa uma das 
principais limitações nos tratamentos de lesões 
profundas de pele. Diante disso, a busca por meios de 
melhoria na entrega transdérmica de medicamentos tem 
sido constante.  

Neste estudo tivemos o intuito de comparar dois 
mecanismos diferentes de realização de microfuros, no 
papel da melhoria da penetrabilidade do tópico a base 
de ALA. Esta avaliação é possível mediante espectros e 
imagens de fluorescência pelo fato de que ALA é uma 
pró-droga que leva a um acúmulo de PpIX na célula, e 
esta, por sua vez emite fluorescência sobre determinadas 
regiões de excitação. Desta maneira, uma maior 
penetração de fármaco pode refletir em maior produção 
de PpIX, e consequentemente, uma maior intensidade 
de fluorescência. 

Como pudemos ver através da Figura 1, a realização 
de microfuros permitiu uma maior distribuição de 
fluorescência vermelha, relativa à produção de PpIX, 
nos levando à hipótese de que o creme se difundiu a 
partir do microfuro. A Tabela 1, nos confirmou que a 
realização de microfuros possibilita uma maior 
produção de PpIX, visto que as intensidades nestes 
grupos, chegaram a um valor de 3 vezes mais do que 
intensidade do grupo controle. Porém, ao contrário da 
pressuposição de que haveria diferenças entre os dois 
mecanismos utilizados, não foi perceptível diferenças 
entre a produção de PpIX ao redor de microfuros por 
laser Er:YAG e por agulha de acupuntura. Porém, 
repetições, e estudos mais aprofundados sobre a 
profundidade de perfuração do laser Er:YAG e da 
agulha em pele de suínos e as diferenças de diâmetro de 
perfuração serão necessários para maiores conclusões.   
 
Conclusão 
 

Este estudo mostrou o potencial de microfuros na 
melhoria da entrega transdérmica de medicamentos, seja 
estes realizados por laser Er:YAG ou mecanicamente.  
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