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RESUMO

Terapia Fotodindmica (TFD) é uma técnica utilizada para o tratamento de diversos tipos
de lesBGes, como céancer, controle microbioldgico, casos odontologicos e estéticos. A
realizacdo da TFD consiste no uso de um fotossensibilizador (FS), que ficara localizado
principalmente nas células alteradas e sera irradiado com luz visivel. Este processo,
quando ocorre na presenca de oxigénio, desencadeia a formacao de espécies reativas de
oxigénio, que sdo citotdxicas para as células. Estas espécies provocam a morte celular e
subsequente necrose tumoral. A utilizacdo da luz branca como fonte de luz
multiespectral para Terapia Fotodindmica e suas consequéncias ao efeito fotodinamico
ainda ndo sdao completamente estabelecidas, e por isso ha interesse no estudo dos
parametros envolvidos para analise das melhores condi¢des de aplicacdo do tratamento.
O comprimento de onda é crucial para melhorar o efeito terapéutico, pois as
propriedades Opticas tanto do tecido bioldgico quanto do FS dependem destes
parametros. Para o FS estudado neste trabalho (Photogem®), sdo mais frequentemente
utilizados comprimentos de onda na regido do vermelho, por apresentarem maior
profundidade de penetracdo no tecido bioldgico. Deste modo, a fonte de luz torna-se um
aspecto fundamental, sua escolha depende da aplicacdo especifica e é feita com base na
localizag&o do tumor, dose de luz a ser entregue e FS escolhido. Apesar de todas as
vantagens apresentadas pelos lasers, o fato de possuirem um espectro de emissdo
essencialmente monocromatico faz com que apenas uma das possibilidades de transicdo
possiveis para a absorcao dos FS seja aproveitada. Por isso, fontes de luz mais extensas,
como os diodos emissores de luz (LED), poderiam ser melhor aproveitadas em alguns
casos que o laser, com a vantagem adicional de um custo reduzido. Portanto, a escolha
do LED branco advéem de um espectro de emissdo ainda mais amplo que os LED de
cores definidas, permitindo maior aproveitamento das diferentes bandas de absor¢éo e
com profundidades variadas de atuacdo, de acordo com o comprimento de onda. Assim,
este trabalho tem por objetivo avaliar o comportamento da luz branca em tecido
bioldgico, buscando uma melhor compreensao de seus efeitos na TFD com 0 uso de um
derivado de hematoporfirina. Para a compreensdo dos parametros envolvidos foram
realizados: experimentos in vitro de fotodegradacdo e andlise da profundidade de
penetracéo da luz em phantoms, um modelo tedrico sobre dose limiar e profundidade de
necrose em TFD. Os experimentos de fotodegradacdo e penetracdo da luz permitiram
entender a interacdo do LED branco com o Photogem®. A grande vantagem da obtencéo
dos modelos é permitir que se realize o célculo para uma fonte de luz, FS e tecido
escolhidos para um determinado tratamento, e assim, manipular os dados e indicar qual
a melhor combinacédo possivel. Ha previsfes para realizacdo de TFD com LED branco
em animais para comparar com os dados dos modelos. Os resultados obtidos ao longo
deste estudo mostraram que 0 uso de luz branca em TFD é possivel e que apresenta
perspectivas de sucesso clinico. Espera-se que esta combinacdo possa ser melhor
entendida para o aperfeicoamento do tratamento.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica, LED, Photogem®, fotossensibilizador, luz
branca.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is a technique used to treat several types of lesions, such
as cancer, microbial control, and esthetic dentistry cases. The performance of PDT
involves the use of a photosensitizer (PS), which mainly will be located in cancer cells
and is irradiated with visible light. This process, when it occurs in the presence of
oxygen triggers the formation of reactive oxygen species that are cytotoxic to cells.
These species cause cell death and subsequent tumor necrosis. The use of white light as
a light source for multispectral Photodynamic Therapy and its consequences to the
photodynamic effect is not yet completely established, and therefore there is interest in
studying the parameters involved for analyzing the best conditions for applying
treatment. The wavelength is crucial to improve the therapeutic effect, since both the
optical properties of the biological tissue as the PS depend on these parameters. For FS
studied in this work (Photogem®) are most often used wavelengths in the red region,
due to their larger penetration depth in biological tissue. Thus, the light source becomes
a fundamental aspect, their choice depends on the specific application and is based on
the tumor location, light dose to be delivered and FS chosen. Despite all the advantages
presented by lasers, the fact of having an emission spectrum essentially monochrome
makes only one possible transition possible for the absorption of FS is used. Therefore,
more extensive light sources such as light emitting diodes (LED), could be better used
in some cases the laser, with the additional advantage of a reduced cost. Therefore, the
choice of the white LED comes from an emission spectrum that still wider LED colors
defined by allowing greater use of the several absorption bands and with varying depths
of operation, according to the wavelength. This study aims to evaluate the behavior of
white light in biological tissue, seeking a better understanding of its effects on PDT with
the use of a derivative of hematoporphyrin. For the understanding of the parameters
involved were carried out: Experiments in vitro photodegradation and analysis
penetration depth of light at phantoms, a theoretical model of threshold dose and depth
of necrosis in PDT. The photodegradation experiments and allow light penetration to
understand the interaction of white LED with Photogem®. The great advantage of
obtaining models is to allow the calculation to take place a light source, FS and tissue
selected for a particular treatment, and thus manipulate the data and recommend the best
possible combination. There are forecasts for performing PDT white LED in animals to
compare with the data models. The results obtained during this study showed that the
use of white light in PDT is possible and which has prospects for clinical success. It is
expected that this combination can be better understood for improvement of treatment.

Keywords: Photodynamic therapy, LED, Photogem®, photosensitizer, light white.



1. INTRODUCAO

A Terapia fotodinamica (TFD) envolve o uso de um fotossensibilizador (FS), capaz de
se localizar preferencialmente em um tecido tumoral, e que € ativado por luz de comprimento
de onda especifico desencadeando uma sequéncia de eventos fotoquimicos e fotobioldgicos
que causam danos irreversiveis ao tecido.

O estudo de TFD para aplicagfes oncologicas, teve inicio em 1960 com estudos de R.
L. Lipson e S. Schwartz na Clinica Mayo, quando observaram que injecdes de solugdo pura
de hematoporfirina durante uma cirurgia levava a fluorescéncia das lesdes neoplasicas. Em
busca de uma melhor localizagdo dos tumores, Schwartz preparou a hematoporfirina com
acidos acético e sulfirico e essa mistura passou a ser chamada de “derivado de
hematoporfirina” .

Estudos pré-clinicos foram feitos por 25 anos para avaliar a indicacdo da TFD para o
tratamento de alguns cénceres. Desde 1993 foi aprovado no Canada, Holanda, Alemanha,
Japdo e Estados Unidos 0 uso de derivado de hematoporfirina comercial (Photofrin®) em
pacientes em estagio inicial e avancado de cancer de pulmdo, de trato digestivo e
geniturinario. Clinicamente, a TFD ja vem sendo empregada no tratamento dos seguintes
casos de cancer: bexiga, pulmao, pele (primério e metastatico do seio), intestino, trato
digestivo superior, entre outros, além da deteccdo e delimitacdo de lesdo por medidas
fluorescéncia do tecido ap6s a administragdo do FS®.

A TFD tem como vantagem em relagdo a outros tratamentos: possuir poucos efeitos
colaterais (fotossensibilidade temporaria), ser pouco invasiva e, na maior parte dos casos, nao
necessitar de centro cirdrgico para realizacdo da terapia. Atualmente, diversos paises ja

possuem protocolos bem estabelecidos para alguns tratamentos:

+ Nos Estados Unidos: tratamento paliativo para pacientes com tumores
totalmente obstrutivos e canceres de eséfago parcialmente obstrutivos onde a
Terapia a laser seja considerada improépria; também certos tipos especificos de

cancer de pulméo;
% No Canada: cancer de esbdfago, cancer recorrente de bexiga, reducdo de
tumores obstrutivos, e tratamento paliativo de disfagia em pacientes com

cancer de esdfago completamente ou parcialmente obstrutivos;

+ Na Franca e Holanda: tratamento de cancer de pulmao e es6fago;
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+«* No Japdo: cancer de pulm&o em estagio inicial, canceres gastricos superficiais

e em estagio inicial, cancer cervical em estagio inicial, displasia cervical,

+* Na Holanda: cancer de pulmao obstrutivo e em estagio inicial, cancer gastrico
e cervical (incluindo displasia cervical), e canceres superficiais gastricos e de

esofago;

% No Brasil, aplicacéo clinica de TFD é resultado de um trabalho pioneiro em um
programa de colaboracdo que envolve o Instituto de Fisica de Sao Carlos
(USP) e Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP) e do Hospital do
Céancer Amaral Carvalho na cidade de Jad, Sao Paulo. Este trabalho comecou
em 1997 com o primeiro paciente tratado em 1999. Até o final de 2003 este
programa ja havia tratado mais de 300 pacientes, a maioria das lesdes foi de
melanoma cancro da pele na regido da cabeca e pesco¢o, mas 0 grupo tem
também tratamentos em esdfago, bexiga, ginecoldgicos, recorréncia do cancer
da mama na parede toraxica, entre outros®. Estudos e tratamentos em varias

aplicacdes da Terapia estdo sendo realizados atualmente® 78,

Atualmente, as limitacbes da TFD estdo relacionadas com a quantificacdo da
distribuicdo de luz, das propriedades Opticas, da concentracdo de fotossensibilizador e de
oxigénio no tecido. O sucesso da TFD envolve o aperfeicoamento desses fatores.

O comprimento de onda é crucial para melhorar o efeito terapéutico, pois as
propriedades Opticas tanto do tecido bioldgico quanto do fotossensibilizador dependem destes
parametros. Para o fotossensibilizador estudado neste trabalho (Photogem®), sdo mais
frequentemente utilizados comprimentos de onda na regido do vermelho, por apresentarem
maior profundidade de penetracdo no tecido bioldgico. Deste modo, a fonte de luz torna-se
um aspecto fundamental, sua escolha depende da aplicacdo especifica e é feita com base na
localizag&o do tumor, dose de luz a ser entregue e fotossensibilizador escolhido.

Quanto maior a eficiéncia da fotoativacdo e da absorcdo de fotons pela molécula de
fotossensibilizador, melhores sdo os resultados obtidos pela TFD. E interessante buscar a
melhor sobreposicao do espectro de absorcdo do FS com o espectro de emisséo da luz.

A distribuicdo da luz em cada comprimento de onda é outro fator interessante a ser
estudado ao tratar-se de uma fonte de espectro amplo, uma vez que a analise de caracteristicas
como profundidade de penetracdo e quantidade de energia entregue em cada regido €

distribuida de forma diferente ao longo do espectro.
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2. EMBASAMENTO TEORICO

2.1 Terapia Fotodindmica
A Terapia Fotodinamica envolve o uso de um fotossensibilizador, uma fonte de luz e o

oxigénio molecular presente no tecido bioldgico, como descrito na Figura 1.

Figura 1 - Principais componentes da Terapia Fotodindmica.

O tratamento consiste na administragdo ou inducdo da producdo de um
fotossensibilizador, que ficara localizado principalmente nas células alteradas e serd irradiado
com luz visivel, na presenca de oxigénio, desencadeando reacdes de espécies moleculares,
radicais livres e/ou oxigénio singleto, que sdo citotoxicas. Estas espécies citotdxicas
provocam a morte celular e subsequente necrose tumoral®.

Na Figura 2, o Diagrama de Jablonski representa as etapas da TFD, desde a excitacdo
do FS até as suas interacdes possiveis com o tecido bioldgico, resultando na morte celular por

necrose ou apoptose™.

Sl CONVERSAD INTERNA
-

CRUZAMENTO INTERSISTEMA

————————————————————————————— TRANSFERENCIA DE

[ ‘ CARGA ELETRICA
i REACAO TIPO | |
J T ! CASCATADE
1! EVENTOS /
i TRANSFERENCIADE ™ ]
- ENERGLA
\ , REACAOTIFON

ABSORCAD l FLUDRESCENCIA FOSFORESCENCIA

— - 2

Figura 2 - Diagrama de Jablonski adaptado™.

Com a excitacdo da luz ha o fornecimento de energia ao sistema. A molécula absorve
esta energia e passa do estado fundamental (.S,) para um estado mais energético (.S,), sendo

ambos os estados singletos.
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Por conversao interna, h4 o decaimento até o menor nivel vibracional dentro do estado
excitado. Surgem entdo duas possibilidades: decair para o estado fundamental emitindo
fluorescéncia ou, por cruzamento intersistema, passar para o estado tripleto (7;) que, por sua
vez, ao decair para o estado fundamental emite fosforescéncia®.

Para a Terapia Fotodindmica o importante sdo o0s resultados do cruzamento
intersistema, uma vez que o fotossensibilizador no estado tripleto é capaz de interagir com as
biomoléculas e causar oxidagdes, gerando fotoprodutos citotoxicos ou espécies reativas de
oxigénio (EROs). Acredita-se que existam dois tipos dominantes de reagdes para sua

formacdo de espécies reativas de oxigénio para TFD:

+ Reacdo TIPO I (via Formagcao de radicais)
Neste tipo de reagcdo o fotossensibilizador no estado excitado tripleto (7;) pode

interagir com o substrato biolégico (.SB ) de duas formas, transferindo elétrons na equacéo (1)

ou abstraindo um atomo de hidrogénio, na equagéo (2):

T,+SB—>S,+SB" M

T, +SBH, — HS,+SBH , )

sendo (S, ) a representacéo do fotossensibilizador no estado fundamental.

+ Reacao TIPO Il (via Formacgéao de oxigénio singleto)
Em reacOes deste tipo, o fotossensibilizador no estado excitado (tripleto) transfere

energia para o oxigénio molecular no estado fundamental (°0,) produzindo oxigénio singleto

(*0,), segundo a equagio (3),

T,+%0,>S,+'0, . (3)

A espécie de oxigénio produzida € altamente citotdxica e desencadeia danos celulares

responsaveis pela morte da célula.

2.2 Fotossensibilizador
Sdo denominados fotossensibilizadores substancias que apresentam sensibilidade a
luz. Para serem considerados viaveis para o tratamento os fotossensibilizadores devem possuir

certas caracteristicas:
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i)  Ser solivel e permanecer estavel em solucdo aquosa a pH fisiologico para

permitir circulacdo e acimulo seletivo nas células;

i) Apresentar seletividade quanto a retencdo por células malignas apds algumas
horas da introducdo da droga na corrente sanguinea;

iii)  Ter habilidade para o transporte passivo ou ativo dentro das células;

iv)  Possuir alto rendimento quantico (facilidade para absorver ou emitir fétons)

nos estados tripleto ou singleto;

v)  Nao ser toxico a niveis terapéuticos, com minima morbidez para o individuo;

vi)  Ser metabolizado rapidamente, minimizando possiveis efeitos colaterais®.

Existem diversos tipos de fotossensibilizadores, classificados em FS de primeira,
segunda e terceira geracao.

Os fotossensibilizadores de primeira geracdo sédo os derivados de hematoporfirina
(Photofrin®, Estados Unidos; Photosan®, Alemanha; Photogem®, Russia).

Entre os fotossensibilizadores de segunda geracdo se destacam as clorinas (porfirina
reduzida) que possuem maior rendimento quantico de formacgdo de oxigénio singleto; e as
ftalocianinas (derivados de porfirina) que devido ao carater aromatico aumentado possuem
melhor absorgéo em comprimentos de onda acima de 650 nm**.

Ja os fotossensibilizadores de terceira geracdo séo as substancias sintetizadas a partir
de outras ja existentes, modificadas com conjugados de anticorpos, conjugados biolégicos e
outros™.

Na Figura 3, esta representada a estrutura monomeérica do fotossensibilizador utilizado
neste trabalho, o Photogem®, um derivado de hematoporfirina, cuja formula é representada
por [CasH3sN4Og]n € 0 peso molecular variando de 598 g/mol a 2920 g/mol. Nos radicais R1 e
R2 ligam-se CH(OH)CH3, CH=CH; ou a propria estrutura monomérica da porfirina e nos
ligantes R3 e R4 ligam H ou também a prdpria estrutura monomeérica da porfirina podendo

formar dimeros, trimeros e oligdmeros™.
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Figura 3 - Estrutura monomérica do Photogem®.

2.3 Fonte de luz

A melhor fonte de radiacdo empregada em TFD, pode ser descrita como a que por um
baixo custo forneca a maior quantidade de luz possivel no maximo de absorcdo do
fotossensibilizador, sem efeitos térmicos significativos®.

Enquanto o laser possui um feixe monocromatico, lampadas e LEDs possuem um
espectro de emissdo em uma determinada regido de comprimentos de onda, sendo o da
lampada consideravelmente maior que o do LED.

Em geral, o laser é a fonte mais tradicionalmente utilizada devido a possibilidade de
acoplamento em fibras Opticas, que permitem iluminar regides de mais dificil acesso e a alta
intensidade. As harmdnicas de lasers de Nd:YAG podem ser empregadas no tratamento, é
possivel obter feixes de 200 nm a 2000 nm, mas sao menos viaveis devido ao elevado custo.
Uma alternativa de custo intermediario € o uso de lasers de diodo, que cobrem praticamente
todo o espectro visivel e infravermelho proximo, compativeis com boa parte dos
fotossensibilizadores disponiveis no mercado. Além do que, os lasers de diodo podem
fornecer luz pulsada com consideravel poténcia e precisdo sobre o tecido irradiado.

Raramente tém sido utilizadas lampadas dada a baixa intensidade, a necessidade do
uso de filtros para selecionar a regido espectral de interesse e ao uso de um sistema de
dissipacao para o aquecimento.

Apesar de todas as vantagens apresentadas pelos lasers, o fato de possuirem um
espectro de emissdo essencialmente monocromatico faz com que apenas uma das
possibilidades de transicdo possiveis para a absor¢cdo dos FS seja aproveitada. Por isso, fontes
de luz mais extensas, como os diodos emissores de luz (LED), poderiam ser melhor
aproveitadas em alguns casos que o laser, com a vantagem adicional de um custo reduzido.
Portanto, a escolha do LED branco advém de um espectro de emissdo ainda mais amplo que
0s LED de cores definidas, permitindo maior aproveitamento das diferentes bandas de
absorcéo e com profundidades variadas de atuacdo, de acordo com o comprimento de onda.
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2.4 Oxigénio molecular
Oxigénio singleto molecular é como séo conhecidos os trés estados eletronicamente
excitados imediatamente superiores ao oxigénio molecular no estado fundamental (°%).
Segundo a Teoria do Orbital Molecular, a configuracdo eletrénica do oxigénio no

estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos orbitais moleculares
degenerados 7. e 7Z'y Esses elétrons tendem a possuir 0 mesmo spin de forma a produzir

multiplicidade maxima e assim um estado de mais baixa energia. Essa € a razdo pela qual o
estado fundamental do oxigénio molecular é um tripleto.

Na Tabela 1, estd apresentada a forma de ocupacdo nesses orbitais moleculares
antiligantes, para o oxigénio no estado fundamental, assim como para os estados excitados

imediatamente superiores.

Tabela 1 - Ocupacéo dos orbitais moleculares para os estados eletronicos do oxigénio molecular®.

ESTADO ORBITAL ENERGIA* (kJ/mol)
Mz Mz 0

M1z [1x, 92,4
[17, N1z 92,4
Mz M=z, 1596

*relativa ao estado fundamental

Desses estados, 0s que possuem energia intermediéria (‘Ax e ‘Ay: 92,4 kJ/mol) sdo

0s responsaveis pela reatividade quimica do oxigénio singleto. A simetria dessas moléculas,

diferente da do estado fundamental, lhes garante um consideravel tempo de vida quando
comparado com a forma de mais alta energia (‘Zg; 159,6 kJ/mol), que possui a mesma
simetria do estado fundamental.

Os estados ‘Ax e *Ay sdo degenerados e possuem uma distribuicdo eletrdnica onde os
elétrons que ocupam um dos orbitais antiligantes 7~ se encontram em um dos planos
mutuamente perpendiculares. Por serem degenerados, os estados 'Ax e ‘Ay sdo, por
conveniéncia, representados como sendo o estado’Ag . O orbital molecular vazio no estado

'Ag (ver Figura 4) garante ao oxigénio singleto carater eletrofilico, ou seja, afinidade por

elétrons. Portanto, sua participacdo é favorecida mais efetivamente em rea¢cdes quimicas,

principalmente no caso em que 0s substratos possuem sitios ricos em elétrons.
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(A x) (‘Ay)

: x o o x S 1 1 .
Figura 4 - Representacéo dos orbitais moleculares 77 e T, relativos as formas “Ax e “Ay do oxigénio
singleto: os I6bulos sombreados representam o orbital molecular antiligante que possui o par de elétrons®.

Em sistemas bioldgicos, o oxigénio singleto apresenta tempos de vida extremamente
baixos, inferiores a 0,04 us. Em funcdo disto, seu raio de acdo é extremamente reduzido
(< 0,02 um)®.

As espécies reativas geradas a partir da interacdo entre o FS excitado e o oxigénio
singleto, entre o FS excitado e sitios dos substratos que estdo sendo atacados e as resultantes
dos processos secundarios (radicais livres e outras espécies carregadas), tendem a se difundir
nas vizinhancas do tecido afetado, iniciando uma cadeia de reacdes bioguimicas, resultando
em danos de diferentes proporcdes a célula tumoral, o que tende a inviabiliza-lo.

Os sitios ricos em elétrons, presentes nas células-alvo, tendem a ser os mais facilmente
modificados, como por exemplo, a guanina, cadeias laterais de aminoacidos contendo
estruturas aromaticas e enxofre, ligagdes duplas de esteroides e lipideos insaturados. 1sso
resulta em danos a parede celular, mitocondria, e lisossomos, comprometendo a integridade
celular.

Nenhum efeito mutagénico sobre as células sadias tem sido reportado até o
momento™®, o que amplia a seguranca de aplicagdo dessa modalidade terapéutica, permitindo
ainda a repeticdo do tratamento no caso de recorréncia ou mesmo de lesdes extensas. Os
agentes fototerapéuticos podem ainda destruir um tumor indiretamente, pelo dano causado ao

endotélio vascular, o que resulta em hipdxia e morte do tecido®’.
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3. OBJETIVOS

A utilizacdo da luz branca proveniente de um LED como fonte de luz na Terapia
Fotodinamica e as consequéncias ao efeito fotodindmico ainda ndo sdo completamente
estabelecidas. Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar o comportamento da luz branca
em tecido biologico, buscando uma melhor compreensdo de seus efeitos na Terapia
Fotodinamica com o uso de um derivado de hematoporfirina'®.

Para a compreensdo dos parametros envolvidos foram realizados: experimentos in
vitro de fotodegradacéo e andlise da profundidade de penetragéo da luz em phantoms, além do
desenvolvimento de modelos tedricos sobre dose limiar e profundidade de necrose em Terapia

Fotodinamica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador utilizado neste estudo foi o Photogem® (Limited Liability
Company Photogem, Moscou, Russia), um derivado de hematoporfirina que foi aprovado
pelo Ministry of Public Health Service and Medical Industry of Russian Federation
(autorizagdo 42-3199-98). Aprovada para uso em humanos pelo Comité Estatal de
Farmacologia da Federagdo Russa e pela ANVISA (data 08/04/2003; processo
25351.189638/02-00; exp 132851/02-4), autorizacdo 42-3199-98, com distribuicdo somente
sob prescricéo para instituicdes especializadas.

Este medicamento acumula-se seletivamente em tecidos neoplasicos, podendo ser
usado tanto para diagnostico por fluorescéncia como para a TFD. Este fotossensibilizador é
constituido de uma mistura de monbémeros, dimeros e oligbmeros de derivados de
hematoporfirina, e trata-se de um pd violeta escuro contido em frascos esterilizados de 50 ml
contendo 200 mg. Pode ser guardado por até dois anos ao abrigo da luz e sob refrigeracdo
menor que 5° C.

Os valores de absorbancia do Photogem® (Figura 5) foram medidos usando um
espectrofotémetro ultravioleta-visivel (Varian, modelo Cary 50). Todos os gréficos e céalculos
simples do trabalho foram feitos pelo programa ORIGIN 8.0 (OriginLab Corp., Northampton-
MA, EUA).
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Figura 5 - Espectro de Absorbancia do Photogem® normalizado.
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4.2 Fonte de luz
O LED branco utilizado nos experimentos (LUXEON® 111, LXHL-PWO09, Philips
Lumileds Lighting Company, EUA), ilustrado na Figura 6 a), é do tipo “branco frio” (ou seja,
com emissdo de infravermelho muito menor que a de ldampadas incandescentes ou halégenas).
Possui temperatura de cor tipica de 5500 K, corrente elétrica de 700 mA, intensidade
luminosa de 184 mW/cm? e aproximadamente 6,1 mm de didmetro. A Figura 6 b), mostra o
dispositivo desenvolvido no Laboratério de Apoio Tecnoldgico do Grupo de Optica do
Instituto de Fisica de S&o Carlos, contendo o LED branco LUXEON® .

Figura 6 - a) LED branco LUXEON® 11 e b) dispositivo a base de LED branco para utilizac&o nos experimentos.

Para determinar a intensidade de luz (7,) emitida pelo LED em W/cm?, utilizou-se a

relacéo da equacéo (4):

Poténcia
- @

Area

A area da equacdo (4) é dada pela area da ponteira do dispositivo a base de LED e a
poténcia foi obtida atraves de um medidor de poténcia dptica modelo FieldMaster (Coherent,
EUA) e o sensor térmico modelo LM-10 HTD (Coherent, EUA). Para a coleta do espectro de
emissdo do LED branco, foi utilizado um sistema montado no Laboratério de Biofotonica,
Grupo de Optica, IFSC/USP, que consiste de um espectrofotdmetro (USB2000, OceanOptics
Inc., EUA) acoplado a um computador. Contudo, a partir deste sistema, é possivel obter o

espectro somente em unidades arbitrarias (u.arb.), ilustrada na Figura 7.
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Foi criada uma rotina em MATLAB® (The MathWorks, Inc., EUA) - ver APENDICE

A - para distribuir a intensidade total medida (184 mW/cm?2) ao longo do espectro, ou seja,
obter um espectro de emissdo em que cada comprimento de onda tenha sua correspondente

intensidade em W/cm?, que é a unidade mais viéavel para os calculos.

3000 1,184 mW/cm?
2500 -
2000 -
1500

1000

Intensidade (u.arb.)

500

or——TT T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Comprimento de onda (nm)

Figura 7 - Espectro de emissdo do LED branco em unidades arbitrarias.

A esséncia da rotina consiste na comparacdo de areas dos espectros de emissdo com a
intensidade total da fonte. Para exemplificar o calculo realizado, a curva da Figura 8
representa um espectro coletado pelo sistema, dado em unidades arbitrarias. Conhecida a

intensidade total e integrando o espectro no intervalo, é possivel estimar o valor da area total

sob a curva, 4, .

Intensidade Total=I [mW/cm2]

Area Total=A_

Intensidade (u.arb.)

Comprimento de onda médio (nm)

Figura 8 - Exemplo de um espectro antes de ser submetido a rotina.
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E preciso dividir o espectro em diversos retangulos e sdo as areas de cada retangulo,

A(i), que serdo utilizadas posteriormente para comparagdo com a intensidade da fonte. A

rotina para conversao de unidade consiste nos calculos descritos a partir da Figura 9.

d() o |(i+1)
()

_8' / 1
T A 1(i) 4 4
2 1 : 1
[} ' / ] .
T 777700
©
‘©
2
2 7 A=Area
= h=Altura

L=Comprimento de onda
; 1 M=Comprimento de onda
: : ] Médio

: I=Intensidade

LG LG+
Comprimento de onda (nm)

Figura 9 - Esquema do calculo realizado na rotina.

A base de cada retangulo, d(), e aaltura, /() , sdo calculadas através de:

d(j)=LE+)-L@) e h(j):w_ ©)

Portanto, a area de cada retdngulo, A4(;), e o comprimento de onda médio, M (), s&o

obtidos pelas relacdes:

L@)+L3GE+D)

A()=d()-h(j) e M())= > (6)

Na Figura 10 a), ha um espectro composto por diversos retangulos cujas areas e

comprimento de onda médio de cada retangulo foram calculados pela rotina. A nova

intensidade total (/,")é calculada pela equagéo (7):

A 1
1= 7
0 AT o ()

sendo 4, ', a nova area total, composta pela soma das areas dos retangulos.
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E possivel expressar cada area em W/cm2 ao comparar os dados da Figura 10 a) com a
equacao (8):

AD

I(i)=7 ]

(8)

Como a rotina considera muitos pontos, o resultado € um espectro continuo de

intensidade, representados na Figura 10 b).

1Intensidade Total=l ' Intensidade Total~

Area Total'=A '=X Areas parciais -
£ T
x 4 2 1
@ =
el E
(0] ()
kel T |
£ g
2 &
£ ‘ ‘ £

' ' Comprimento de onda médio (nm) ' ' ' Com'primento de'onda médio'(nm)
a) b)

Figura 10 - a) Espectro com as areas parciais de intensidade e b) Espectro da intensidade em W/cmz.

Ao executar a rotina no espectro do LED, originalmente coletado em unidades
arbitrarias (Figura 7), foi possivel expressar na Figura 11 o espectro em mW/cm2,

0,50

0,45 —
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0,35

0,30 -
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0,15 -

0,10 -

0,05 -

0,00 —
400 450

Intensidade (mW/cm?2)

T T T T T
500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 11 - Espectro de emisséo do LED branco em mW/cm2.
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4.3 Fotodegradagéo

Consiste na degradacdo de um composto através de luz. Para a eficiéncia do
tratamento com TFD é importante que a molécula do fotossensibilizador tenha uma boa
interagcdo com o comprimento de onda da luz irradiada, no caso deste estudo, com todo o
espectro de emisséo.

A partir do estudo da fotodegradacgéo é possivel calcular parametros que permitem a
interpretacdo dessa interacdo, como a constante de decaimento de tempo e taxa de
degradacéo. Delimitou-se o intervalo de 400 nm a 650 nm como regiéo de interesse, uma vez
que o LED branco comeca a emitir em 400 nm e o Photogem® apresenta uma absorc&o muito

pequena a partir de 650 nm, como pode ser observado na Figura 12.

2,0
3000 Intensidade do LED branco
11— anci -1 1,8
2700 Absorbéancia do Photogem -
2400 - 11e
—~ A _ —~
S 2100 4 L4 2o
= 1 <
S 1800 - 112 2
~ ©
q) b " —
T 1500 - 110 8
S ] oo &
B 1200 108 =
c ] o
o - 06 9
< 900 A 196
600 - N 0,4
300 — - 0,2
0 . S — 0,0

I I
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 12 - Regido de interesse dos espectros da fonte de luz e do fotossensibilizador.

A solucéo de FS foi preparada com a concentracdo de 17 pg/ml de Photogem® em
agua destilada; valor este anteriormente verificado para o qual ndo ha formacéo de agregados
e que esta no regime linear onde a intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a
concentracdo da porfirina em solucdo®®. Para o experimento, foi depositado o volume 1,00 ml
da soluc&o em uma cubeta de quartzo retangular (Varian®).

Ha trabalhos que tratam a adicdo de um surfactante (moléculas que possuem atividade
detergente) BRI1J-35 nos experimentos in vitro para simular a resposta da membrana celular

de tecidos biol6gicos™.
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Na Figura 13, observa-se um deslocamento no espectro ao se adicionar o surfactante,

de forma que este passa a se assemelha mais ao espectro de absor¢do do fotossensibilizador
no tecido; portanto, a solucéo de Photogem® foi preparada em agua destilada com BRI1J-35

(na concentracéo de 5 mM).
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Figura 13 - Espectros de absorcdo da solucdo de Photogem® e o espectro de Photogem® com surfactante.

Para medir a intensidade de fluorescéncia da solucdo durante a fotodegradacéo foi
utilizado o mesmo sistema descrito na secdo 4.2, um espectrofotometro (USB2000,
OceanOptics Inc., EUA) acoplado a um computador e a um laser para excitacdo das amostras
(laser ND:YAG de 532 nm).

Durante o experimento a cubeta com a solucéo era iluminada lateralmente pelo LED e
protegida de luz ambiente. A solucdo foi irradiada com o LED branco durante 70 minutos, e a
cada 5 minutos o LED era desligado e a coleta dos espectros de fluorescéncia realizada na
face lateral da cubeta. Logo em seguida a iluminacéo era retomada.

Ha alguns parametros que podem ser extraidos deste experimento, como por exemplo,
a constante de decaimento (7 ), que expressa quanto tempo é necessario para que a solucédo se

degrade ao ser irradiada, e pode ser calculada através da equacao (9):

C=C, -exp{—i}, 9)

T

sendo C a concentragdo, C,a concentragdo inicial (17 ug/ml) e t o tempo de iluminacéo.
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Um parametro importante, obtido a partir de 7, é o nimero de moléculas degradadas

por segundo ou taxa de degradacéo, ( ) expressa em moléculas/s a partir da equacéo (10):

IB: T (10)

sendo, MM ,,. a massa molar da porfirina (600 g) e N4 o numero de Avogrado. A taxa de

degradacdo também pode ser obtida pela equagdo (11), dada em puM/s:

p=t = an

Cdi t:O_ T

4.4 Penetracdo da luz

Para medir a intensidade da luz como fungdo da posicdo foi utilizado um sistema
montado no Laboratério de Biofotonica, Grupo de Optica, IFSC/USP, que consiste de um
espectrofotdmetro (USB2000, OceanOptics Inc., EUA) acoplado a um computador.

Ao espectrofotdmetro foi acoplada uma fibra optica isotrépica (Isotropic Probe, IP85,
Medlight S.A., Suica), € uma fibra optica de vidro com uma pequena esfera espalhadora de
0,85 mm de didmetro em sua extremidade que faz a coleta da luz de forma isotrdpica. Este
tipo de sonda possui aplicagdo especialmente voltada para medidas de intensidade de luz
difusa em tecidos biologicos. A fibra foi colocada nas diversas posi¢fes do sistema para a
coleta dos espectros.

Para analisar a profundidade de penetragéo da luz foi preparado um phantom, solucéo
que simula as propriedades opticas de determinado meio. Um volume de 3 ml de Lipofundin

20% (solucdo espalhadora com absorcéo desprezivel®

) foi diluido em 300 ml de &agua
destilada e 0,15 ml de nanquim (Acrilex) foi adicionado a solu¢gdo como meio absorvedor a
fim de mimetizar as propriedades dpticas de um tecido biolégico.

Uma correlacdo entre o caminho percorrido (z) e a variacdo espectral da luz branca
incidente permite conhecer as propriedades do meio, ou seja, entender como cada
comprimento de onda de luz branca se comporta no tecido bioldgico.

Na Figura 14, esta ilustrada a montagem do experimento com o sistema de coleta,

fonte de luz e o phantom espalhador.
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E3

Figura 14 - Montagem para o estudo da penetracdo da luz em phantoms.

O ajuste exponencial utilizado nos dados foi realizado pelo programa ORIGIN 8.0
(OriginLab Corp., Northampton-MA, EUA) a partir equagdo (12):

I(A) =1,(A)- exp{%)} , (12)

sendo, z a posicdo de coleta dos espectros ao longo da profundidade do phantom (em
milimetros) e, a o coeficiente de decaimento da intensidade de luz. E possivel associar a
equacdo (12) com a lei de Beer-Lambert (abordada com mais detalhes na secédo 4.5), desde
que seja feita a definicdo da equacéo (13):
1

u(2) = D (13)

sendo (A) o coeficiente de atenuacdo da solugdo para cada comprimento de onda,

expresso em mm™. Portanto, quanto menor o valor do coeficiente de atenuacdo, mais o

respectivo comprimento de onda penetra no meio.

4.5 Modelo de dose limiar
Na TFD, o conceito de dose limiar (Dth, do inglés: Threshold Dose) refere-se a
minima dose de energia entregue ao tecido capaz de induzir um dano celular/tecidual

permanente.



27

Costuma-se encontrar na literatura o valor da dose limiar estimado experimentalmente

para alguns comprimentos de onda®, mas ao utilizar uma fonte de espectro amplo é
fundamental conhecer o comportamento da dose limiar em funcdo do comprimento de onda.

A Figura 15 é uma imagem de lamina microscopica do Laboratorio de Biofotonica,

Grupo de Optica, IFSC/USP, mostrando figado sadio de rato tratado com terapia

fotodinamica, na qual € possivel observar uma nitida separacdo de duas regides por uma linha

mais rosada, a linha da dose limiar. Este quadro é estabelecido devido ao fato de que a medida

que a luz penetra no tecido, absorcdo e espalhamento vao atenuando a intensidade. Isto faz

com que a dose de luz depositada diminua a medida que a luz penetra. No ponto onde a dose

equivale ao limiar estabelece-se a separacao entre as duas regides.

NECROSE

Figura 15 - Imagem de lamina microscdpica de figado sadio de rato tratado com TFD.

Na parte superior, € possivel observar que as células estdo mortas devido a intensa
presenca de neutrofilos (que caracteriza um processo inflamat6rio) e a auséncia de
organizacdo celular. H4 uma pequena regido intermediaria contendo apenas algumas células e
finalmente a regido sadia, com células normais (com paredes bem demarcadas, nucleo
organizado), a regido do figado que continha FS, mas na qual a dose de luz que chegou néo

foi suficiente para causar necrose, ou seja, a dose de luz entregue foi inferior a dose limiar.
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Para 0 modelo, utilizou-se como base o numero minimo de fétons necessarios de

serem absorvidos para produzir necrose tecidual, que é bem instituido na literatura, como

sendo da ordem de 10 fétons/cm?, segundo o modelo vigente. Este parametro independe do

comprimento de onda, desde que sejam absorvidos pelo menos 10*° fétons em um volume,
havera necrose.

Quanto ao conceito de limiar, o fotossensibilizador € que deve ser capaz de absorver

esta quantidade de fotons. Portanto, foi estabelecida na equagdo (14) uma relagdo com

comprimentos de onda de absorcdo do FS através de seu coeficiente de atenuacao:

T he

D, (1) = -—
n(4) :uFS(l) A

(14)

na qual T=10" fétons/cm?® representa a dose volumétrica de luz, ,uFS()L) coeficiente de

atenuacdo do FS dependente do comprimento de onda, » a constante de Planck, ¢ a
velocidade da luz e 2 o comprimento de onda. Nesta expressdo, Dth representa a taxa
superficial de energia fluindo pelo tecido em cada ponto.

Para realizar o célculo da dose limiar do Photogem® em funcdo do comprimento de
onda foi preciso obter seu coeficiente de atenuacdo também em funcdo do comprimento de
onda. Este pardmetro pode ser obtido a partir da Lei de Beer-Lambert, expressa pela equacao
(15) e Figura 16:

I=1,-exp[-u-z]. (15)

Esta lei descreve como a intensidade de luz total (/,) é atenuada ao longo da
profundidade (z), de acordo com o coeficiente de atenuacdo do meio irradiado (u). O

coeficiente de atenuag&o pode ser expresso pela equagao (16):

u=C-o, (16)

na qual, C representa a concentracdo da solucdo e o a se¢do de choque de absorcdo das
moléculas presentes.

No experimento utilizou-se uma solucdo com a mesma concentracdo do experimento
de fotodegradacdo (17 pg/ml de Photogem® em &gua destilada com adicdo de 5mM do
surfactante BRIJ-35).
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)
Z

Figura 16 - llustracdo da Lei de Beer-Lambert.

A montagem para esta medida esta ilustrada pela Figura 17. O sistema de aquisi¢cdo
dos dados é o mesmo descrito na secdo 4.4. Primeiramente foi feita a coleta do espectro de

intensidade total da fonte de luz na posicdo a, /,(4). Depois, foi colocada a cubeta com a
solucdo e coletado o espectro de luz na posicéo b, 7(1), apés a luz ter percorrido a solucédo e

ter sua intensidade atenuada pelo fotossensibilizador.

Figura 17 - Esquema experimental da determinacdo do coeficiente de atenuagdo o FS.

O caminho 6ptico da cubeta de quartzo é de 10 mm; ao aplicar-se logaritmo em ambos
os lados da equacéo (15), obtem-se a equagdo (17), que fornece o coeficiente de atenuacdo em

cm™. Ao substituir os valores de 1,e I para cada comprimento de onda,

(17)

Hps(A) = _In{IO(l)} :

1(2)

O coeficiente de atenuacgdo obtido, expresso na Figura 18, sera valido como primeira
aproximacdo para o caso do fotossensibilizador presente no tecido, utilizado no célculo do

espectro de dose limiar da equacéo (14).
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Figura 18 - Coeficiente de atenuacio do Photogem® obtido experimentalmente.

4.6 Modelo para profundidade de necrose

Para as aplicacbes da TFD, é importante a capacidade de quantificar qual a
profundidade de necrose produzida pelo tratamento. A profundidade de necrose depende do
FS utilizado, uma vez que sua dose limiar determina qual a dose de energia que deve ser
fornecida para a terapia; e qual o tecido alvo, j& que o coeficiente de atenuacdo do tecido
interfere diretamente na penetracdo da luz. Para este modelo houve dois pontos de partida:
uma analise a partir do modelo de dose limiar (se¢do 4.5) e, a partir da dose limiar expressa

em fétons por unidade de volume estabelecida na literatura®.

e A partir do modelo de dose limiar
A base para esta andlise foi a Lei de Beer-Lambert, com uma adaptacdo aos
parametros da TFD, ao utilizar o coeficiente de atenuacéo do tecido de estudo, figado sadio de

ratos, fi.,..,,- BUSCoOu-se obter este parametro em funcdo do comprimento de onda. A partir

de uma publicacéo (Figura 19), foi possivel compor o coeficiente de atenuacdo em funcéo do

comprimento de onda do figado sadio de ratos, através da equacao (18):

Heroano ) = 1314, (D)-[14,(1) + 11,(2)-(1+ g(D)) ]}, (18)

sendo que, x, representa o coeficiente de absorcéo, x, o coeficiente de espalhamento e, ga

anisotropia (propriedade fisica que mostra valores diferentes em relacdo a direcdo em que a

medida é feita).
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Figura 19 - Coeficientes de absorgao, espalhamento e anisotropia do figado de rato®.

Através do programa gratuito ENGAUGE 4.1, foi possivel extrair da Figura 19 uma

tabela com os valores estimados dos pontos de cada grafico. Ao fornecer ao programa 0s

valores dos eixos, ele relaciona a escala de cada imagem com a posi¢do de cada ponto da

curva que foi selecionado pelo usuério e estima seu valor. Ao substituir os dados obtidos na

equacao (18), obteve-se 0 espectro da Figura 20.
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Figura 20 - Coeficiente de atenuacdo do figado de rato.
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O espectro continuo de intensidade da fonte de luz (Figura 11) é inviavel para o
modelo, uma vez que ao considerar um tempo de 1200 segundos de irradiacdo, ndo havera
dose de energia suficiente em cada comprimento de onda para superar a dose limiar num
determinado ponto (Figura 30).

Portando, foram calculados os espectros discretos de intensidade de luz para o LED
branco e um LED vermelho, cuja intensidade no comprimento de onda médio representa a
intensidade em um intervalo de aproximadamente 5 nm. E importante destacar que a
intensidade total (350 mW/cm?) foi suposta para ambos os LEDs e distribuida

proporcionalmente nos espectros continuo e discreto, como ilustrado na Figura 21.
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Figura 21 - Espectros de intensidades continuo e discreto para os LEDs branco e vermelho.

A equacdo de Beer-Lambert nos parametros de TFD foi reescrita na equacao (19):
I(A) = I, (4)-exp {[_luF[GADO (A) +o(4)- [FS]F[GADO] ’ Z} . (19)

A multiplicacdo do espectro da segéo de choque do FS, (1), pela concentracéo de
fotossensibilizador no figado, [FS],,..,,, € Somada ao coeficiente de atenuagdo do figado

para complementar os efeitos que causam atenuacdo. A concentracdo do FS é um fator
variavel com o tempo de iluminacéo, ja que o FS é degradado durante a irradiagéo e o tecido
tem uma eliminacdo da substancia através do fluxo sanguineo. Contudo, para simplificar os

calculos, o modelo utilizou esse parametro como através da equacéo (20):

NA
[FS] k6400 = Co 'W’ (20)

porfirina

sendo, C, a concentragdo inicial de FS injetado no figado (1,5 mg/Kg do animar), 20 considerar o

figado como liquido, foi estimado o valor de 1,5x10" moléculas/cm3.
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Ao multiplicar a intensidade total da luz da equagdo (19) pelo tempo de irradiacéo (¢,

1200 s), obtém-se o que é chamado de dose, a quantidade de energia total entregue por cm?2 ao

tecido irradiado (D,(4), Jlem?). Ao multiplicar a intensidade, (1), pelo tempo, tem-se o

espectro de dose limiar, D, (1), expresso na Figura 22 — obtida a partir do modelo da se¢do

4.5, com os dados interpolados para corresponderem aos mesmos comprimentos de onda dos
espectros discretos da Figura 21. Aplicando-se o logaritmo, a profundidade de necrose para

cada uma das componentes espectrais da fonte de luz pode ser obtida pela equacgéo (21):

_ 1 inl Pu(4)
z (A)= IH{DO(E)] (21)

" {IUFIGADO (A)+o(A)-[FS ]FIGADO}
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Figura 22 - Espectros discretos da dose limiar para os LEDs branco e vermelho.

A rotina do modelo, escrita em MATLAB® (The MathWorks, Inc., EUA) - ver
APENDICE B - considera sempre que D,(1) > D, (1), ou seja, a presenca de luz é suficiente

para causar necrose. Se em algum ponto do espectro D,(1)<D, (1), o modelo estaria
prevendo z,,. <0, que ndo faz sentido. Neste caso, ha a substituicdo dos valores de z,, <0

por z, . =0, a luz ndo foi suficiente para causar necrose. Neste modelo o valor da necrose

serd 0 maximo valor de necrose obtido.

e Atraveés da quantidade de fétons absorvidos
Este modelo é baseado na consideracdo de que a profundidade de necrose é uma
variavel e analisa-se a quantidade de fétons que realmente é absorvida ao longo de cada
profundidade. Assumiu-se que as moléculas do FS estdo distribuidas de forma homogénea no

tecido, conforme esta ilustrado na Figura 23.
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Figura 23 - Esquema base para o modelo de profundidade de necrose

Partiu-se novamente da Lei de Beer-Lambert, considerando o espectro de intensidade
da fonte em mW/cmz?, [ (1), decaindo exponencialmente pelo coeficiente de atenuacdo do

figado ao longo da profundidade, como na equacéo (22):

I(A,2) =1,(4) exp{_ﬂrgcmo (4)- Z} . (22)

E importante para o modelo avaliar quanto da luz que chega a cada profundidade do
tecido é realmente absorvida pelo fotossensibilizador. Na equacéo (23), este fator foi levado

em consideragéo:
1, (A,2) =15 (4,2)- A(4), (23)

na qual, 4(1) corresponde ao espectro de Absorbancia do FS.

Multiplicando a equacgéo (23) pelo tempo, obtém-se a dose absorvida em J/cm?; esta
dividida pela energia do fdéton resulta no numero de fotons absorvidos por cmz2. Para ter o
numero total de fotons em funcdo da profundidade, ou seja, sem dependéncia com o

comprimento de onda, faz-se a somatoria representada na equacao (24):

e) = 310080 {22} 14| 2| (24)

O espectro gera 0 numero de fotons que sdo absorvidos por cm?, 0 modelo considera a
profundidade de até 1 cm, € possivel a associagdo com a dose limiar em fotons por cms, e
assim estima a minima necrose produzida nos parametros definidos. A rotina para os calculos
descritos deste modelo também foi escrita em MATLAB® (The MathWorks, Inc., EUA) - ver
APENDICE C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fotodegradacéo

Foi possivel perceber, na Figura 24, que apés a iluminacdo da solucdo de Photogem®
com o LED branco por 70 minutos, a principal banda de fluorescéncia teve sua intensidade
reduzida pela metade. Lembrando que, nos parametros utilizados, a intensidade de
fluorescéncia é proporcional a concentragdo de FS, isto indica que houve uma consideravel
degradacéo do fotossensibilizador.

Este seria o primeiro indicio de que pode haver vantagem no uso do LED branco como
fonte de luz com Photogem® como fotossensibilizador em TFD. Esta foi a motivacéo para a
analise de como o LED branco e o PG irdo interagir com o tecido escolhido para tratamento,

que foi abordado no modelo tedrico descrito na secdo 4.5.

2500 4 C =PG (17 pg/ml)+BRIJ-35 (5 mM) Tempo de irradiagao
1 [min] 0
2250 )
2000 10
S - 15
5 1750~ -
2 4500 25
oo l 30
O
C 1250 - 35
D
i T 40
1000 A
g ] 45
3 7504 50
L 1 55
500 60
250
0 T | | 1 L L — T T —

580 600 620 640 660 680 700 720 740 760
Comprimento de onda (nm)

Figura 24 - Espectros de fluorescéncia coletados durante a fotodegradacéo

H& duas formas de calcular o decaimento de fluorescéncia: analisando como a
intensidade de fluorescéncia no pico principal do espectro (626,78 nm) varia com o tempo, ou
através do valor da area sob o espectro em cada tempo. Os dois célculos considerados e 0s

resultados obtidos foram os mesmos, expressos na Figura 25 a).
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Considerando a proporcionalidade entre a fluorescéncia e a concentragédo do FS, foi
possivel a construcdo da Figura 25 b), na qual a exponencial ajustada aos dados determinou a
constante de decaimento correspondente da equacdo (9). Optou-se pela analise até 50
minutos, pois o comportamento dos pontos se mostrou suficiente para constatar um

decaimento exponencial.
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1,65x10°
1,50x10°
1,35x10°
1,20x10°
1,05x10°
9,00x10°
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Decaimento da concentracao (g/mL)

4,50x10° -

T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tempo (Ss)

Figura 25 - Decaimento de fluorescéncia e concentracdo na fotodegradacédo

No experimento de fotodegradacdo descrito obteve-se aproximadamente 40,8 minutos
para constante de decaimento da concentracéo; 6,92x10" moléculas degradadas por segundo

e 0,01uM/s na taxa de degradagao.

5.2 Penetracéo da luz

Com os experimentos realizados foram obtidos os espectros de emissédo do LED como
funcédo da profundidade em phantom. Todavia, deve-se utilizar os dados a partir de 2 mm de
profundidade, devido ao fato de que ao coletar os espectros proximos a superficie, a fibra
ainda nao estara totalmente submersa e captara parte da intensidade de fora do phantom e de

dentro ao mesmo tempo, ndo correspondendo ao valor apenas da solugéo.
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No phantom espalhador, foram feitas medidas até 24 mm de profundidade (na qual o

espectro de intensidade j& tinha sido reduzido aproximadamente quatro vezes), como

mostrado na Figura 26.
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Figura 26 - Espectro de intensidades nas profundidades do phantom espalhador.
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J& no phantom absorvedor, foram realizadas medidas até 6 mm de profundidade (onde

0 espectro medido ja apresenta intensidade baixa) como mostrado na Figura 27.
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Figura 27 - Espectro de intensidades nas profundidades do phantom absorvedor.
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Na Figura 28 foi graficado o comportamento das intensidades nos picos de emissdo do

LED em 450,51 nm e 555,87 nm no phantom absorvedor ao longo da profundidade.
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Figura 28 - Intensidade dos picos de emissdo do LED branco em funcéo da profundidade.

Através do ajuste exponencial nos dados experimentais da Figura 28, foi possivel
estimar o valor do coeficiente de atenuacdo da intensidade de luz referente aos comprimentos

de onda dos picos de emissdo do LED branco, estes valores estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Coeficientes de atenuagdo de intensidade nos picos do LED branco.

Comprimento de onda (nm

450,51 0,68
555,87 0,54

Pode-se dizer que a intensidade no pico de 555,87 nm penetra mais que a do pico de
450,51 nm. Na Figura 29, analisou-se como os valores de intensidade da fonte de luz
correspondentes nas bandas de absor¢do do Photogem® (selecionados partir da Figura 12) sdo

atenuados no meio absorvedor.
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Figura 29 - Intensidade do LED branco nas bandas de absor¢do do Photogem® no phantom absorvedor.

Através do ajuste exponencial nos dados experimentais da na Figura 29, foi possivel
calcular o valor do coeficiente de atenuacéo da intensidade de luz referente aos comprimentos

de onda das bandas de absorcéo do Photogem®, estes valores estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Coeficientes de atenuacéo de intensidade do LED branco nas bandas de absorgéo do Photogem®.

~0
0,61
0,57
0,52
0,47

E possivel concluir que a emissdo do LED branco na banda de Soret (400,96 nm) é
muito baixa e por isso, alcanca apenas regido mais superficial do phantom. Referente aos
comprimentos de onda das bandas Q de absorcdo do Photogem®:; aqueles para os quais a

intensidade da fonte de luz mais penetra no meio séo: o0 624,05 nm; 571,00 nm; 533,99 nm e

501,97 nm; respectivamente.

5.3 Modelo de dose limiar
Os caélculos de dose limiar realizados a partir do coeficiente de atenuacdo do

Photogem® estdo representados na Figura 30 e foram obtidos através da equagéo (14).
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Figura 30 - Dose Limiar em fungdo do comprimento de onda.

Para validacdo do modelo buscou-se a comparacdo com trabalhos publicados. Em
2007, foi estimado experimentalmente o valor dose limiar de TFD em figado sadio de ratos
utilizando Photogem® e um laser em 630 nm como fonte de luz**. Nas mesmas condicdes, em

2011, outro trabalho analisou os efeitos do uso de laser em 600 nm, 630 nm e 660 nm e da

combinagéo entre eles, estimando-se o valor do D, *°.

A Tabela 4 mostra valores de dose limiar dos comprimentos de onda encontrados nos

artigos e os correspondentes valores calculados pelo modelo.

Tabela 4 - Valores de dose limiar calculados pelo modelo da literatura.

Dose limiar (J/cm?

[ Modelo  Literatura
| 600 [N 134 %

630 315 86 %, 18 %

660 I 50 *

Ao tratar de experimentos realizados em animais deve-se levar em conta a grande
variabilidade entre eles, portanto, 0 nimero de animais em um grupo para analise da variacdo
dos valores obtidos é de grande importancia.

No trabalho realizado em 2007 (dados que mais se aproximam ao modelo) foram
utilizados 147 animais®, enquanto no publicado em 2011, foram utilizados apenas 15
animais®. E dificil quantificar qudo preciso é o modelo, uma vez que poucos dados

relacionados constam na literatura.
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A comparagdo entre o modelo e os resultados obtidos experimentalmente estdo
praticamente dentro de um fator de 2 a 3. Sistematicamente os valores do modelo estdo
abaixo. Deve-se observar que as medidas experimentais estdo normalmente sujeitas a 50% de
erro ou mais.

E importante ressaltar que o modelo é simplificado, ele ndo leva em conta: a rapida
regeneracdo tecidual, fato que o torna naturalmente com valores inferiores; o espectro do
coeficiente de atenuacdo no fotossensibilizador no figado que difere do comportamento in
vitro; utilizou-se a dose volumétrica com 10 fétons absorvidos por cm3, este valor possui
esta ordem de grandeza fixa mas, ha trabalhos que mostram que para cada fotossensibilizador

existe um fator multiplicado®® 242

que pode interferir nos resultados.
5.4 Modelo para profundidade de necrose
Para comparacdo dos resultados do modelo, os calculos foram feitos com o LED
branco e um LED vermelho, supondo 20 minutos de irradiagdo e 350 mW/cm? de intensidade
total.
e A partir do modelo de dose limiar
Para o LED branco, o resultado obtido pelo modelo foi uma necrose de 0,18 mm em

442,80 nm, ilustrado na Figura 31.
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Figura 31 - Profundidade de necrose com LED branco e Photogem®.

A analise para um LED vermelho esta ilustrada na Figura 32. Neste caso, 0 modelo

prevé uma necrose de 0,23 mm em 627,29 nm.
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Segundo esta analise do modelo, a necrose obtida no tratamento de TFD com

Photogem® em figado sadio de ratos mostra que o uso do LED vermelho seria melhor que o

do LED branco.

e Atraveés da quantidade de fotons absorvidos

Os resultados obtidos estdo expressos na Figura 33, como descrito no modelo, tal que

com 10* fétons absorvidos por cm?3 ser induzida a minima necrose.

Fotons absorvidos/cm3
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" z=0,70 mm
4x10 7 —— LED vermelho
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Figura 33 - Profundidade de necrose com LEDs branco e vermelho.
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E possivel observar que nos pardmetros escolhidos, a profundidade de necrose é de
0,70 mm para o LED branco e 0,55 mm para o LED vermelho. Ou seja, hd maior viabilidade

no tratamento com o LED branco que com o vermelho em TFD.

e Comparacao das analises

Um artigo publicado em 2011, registou que a profundidade de necrose esperada para o
tratamento de TFD em figado sadio de ratos, com concentracéo de Photogem® de 1,5 mg por
kg do animal é de: 0,2 mm para um laser de diodo em 630 nm e de 0,1 mm para um laser de
argonio em 600 nm?. Um trabalho de 2007, mostra nas mesmas condices uma profundidade
de necrose de 0,71 mm para um laser de diodo de 630 nm.** Isto indica que os resultados do
modelo para profundidade de necrose para o LED vermelho; 0,23 mm e 0,55mm; estdo na
mesma ordem de grandeza das publicacdes encontradas.

Foi relatado na literatura o sucesso da Terapia Fotodinamica com lampadas brancas
associadas com filtros para o tratamento da doenca de Bowen?'.

Outro estudo mostrou que o uso de lampada branca em TFD para o tratamento de
cancer de eséfago para lesdes de até 2 mm é alternativa para o laser de diodo em 630 nm %.

Um trabalho publicado 2012, mostra que a TFD com luz branca combinada com
Terapia Fototérmica, com ftalocianina de aluminio e AuNRs, € uma promissora estratégia
para melhorar o tratamento de canceres®’.

Porém, ndo ha relatos que mostram célculos ou medidas experimentais de TFD com
LED branco para comparacao dos resultados obtidos pelo modelo.

Foi possivel perceber, entretanto, que a profundidade de necrose através do modelo de
dose limiar e pela quantidade de fotons absorvidos, divergem na viabilidade do uso do LED

branco em vez do vermelho.
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6. CONCLUSAO

No experimento de fotodegradacéo foi possivel concluir que o LED branco é capaz de
degradar as moléculas de FS.

Pelo estudo da penetragdo da luz, constatou-se que os comprimentos mais proximos do
vermelho do LED branco séo os que mais penetram em um meio absorvedor, que por simular
as propriedades opticas de tecidos bioldgicos, pode ser associado ao tecido de tratamento.

Os resultados obtidos pelo modelo de Dose limiar sdo considerados satisfatorios na
discussdo realizada, considerando a dificuldade de obter este parametro de forma
experimental, a simplicidade dos célculos e as poucas publicacdes encontradas para o
Photogem®. Pode haver a repeticdo do modelo para fotossensibilizadores mais utilizados em
outros paises em busca da validacdo do modelo a partir de um maior nimero de dados
publicados.

Os modelos para estimar a profundidade de necrose séo simples, com alguns ajustes,
poderdo se aproximar mais dos valores experimentais. A grande vantagem esta em realizar o
calculo para uma fonte de luz, fotossensibilizador e tecido escolhidos para um determinado
tratamento. O intuito é poder manipular os dados e indicar qual a melhor combinacao
possivel. Esta parte do trabalho ainda esta em estudo e visa aperfei¢oar os resultados obtidos
com a introdugéo de novos parametros a serem considerados.

Ha previsbes para realizacdo de Terapia Fotodindmica com LED branco em animais
para melhor compreensédo dos dados dos modelos.

Neste trabalho mostrou-se que o uso de luz branca em Terapia Fotodinamica é
possivel, e espera-se que esta combinacdo possa ser melhor entendida para otimizagdo do

tratamento.
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APENDICE A - Rotina para conversio de unidades
cl ear
clc

YEspectro de Intensidade da fonte de luz [u.arb.]
| =dl nread('|.dat");

%Conpri mento de onda [ nnj
L=dl nread(' L.dat"');

n=input('Insira o nunero de pontos: ');
for i=1:(n-1);

d(i)=L(i+10)-L(i):
AG) =((1 (i )+ (i +10)).7/2).*d(i);
Mi)=(L(i)+L(i+10))./2;

end

%Area de intensidade da fonte de luz [u.arb x nnj
dimwite(A dat', A;
di sp(' Arqui vo sal vo: A dat');

%Conmpri mento de onda nedio [ nmn
dimvrite('Mdat', M;
di sp(' Arqui vo salvo: Mdat');
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APENDICE B - Rotina de profundidade de necrose: dose limiar

cl ear
clc

YEspectro de I ntensidade da fonte de luz [nWcn?]
| =dl nread('|.dat");

% Conversdo para [Wcn?]

| =1 *10"- 3;

%Secdo de choque do FS [cn?]
sc=dl nread(' sc.dat');

%ose |imar emfungdo do conprinento de onda [J/cn?]
Dt h=dl nread(' Dt h. dat"');

%Coeficiente de atenuacdo do tecido (figado) [cm?]
medl nread(' mdat');

n=input('Insira o nunero de pontos: ');
t=input('Insira o tenpo de irradiacao em|[s]: ');
C=input('Insira a concentracdo em|[nol eculas/cnf]: ');

for i=1:(n);
D(i)=sc(i)*C
A() =(-1)/(D(i ) +n(i));
E(i)=1(i)*t;
B(i)=log(Dth(i)/E(i));
z(1)=A(i)*B(i);

s(i)=0;
if le(z(i),s);
z(i)=0;

end

end

UEspectro da profundi dade de necrose [cm
dimwite('z.dat', z);
di sp(' Arquivo salvo: z.dat');
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APENDICE C - Rotina de profundidade de necrose: fétons absorvidos

cl ear
clc

UEspectro de absorbancia do FS [u. arb.]
A=dl nread(' A dat');

Ucspectro de intensidade da fonte de luz [ MmN cn?]
| =dl nread('|.dat");

%Conversdo para [Wcn?]

I =1 *10"- 3;

%Coefi ci ente de atenuacdo do tecido (figado) [cm?]
medl nread(' mdat');

% Conpri mento de onda [ nnj
L=dl nmead('L.dat");

% Conversao para [
L=L*10"-9;

n=input (' Insira o nanero de pontos dos arqui vos:
N=i nput ("I nsira a profundi dade de necrose (z) fina
ser avaliada: ');

Q=input('Insira o nunero de pontos de z: ');
t=input('Insira o tenpo de irradiacdo em|[s]: ');

% Const ante de Pl anck [J. s]
h=6. 626068* 10"- 34;

%/el oci dade da luz [nls]
€c=299792458;

B=(t)/(h*c);
dz=N Q
for z=0:dz: N
f =0;
for j=1.n
f=CACj)*1(J)*exp(-n(j)*z)*L(j)*B) +f;
end

h=i nt 8((z/dz) +1);
F(h,1)=z;
F(h, 2) =f;

")

em[cn] a
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dimwite('F.dat', F);

end

%-ot ons absorvi dos por cn?

di sp(' Arqui vo sal vo:

F.dat');

51



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. EMBASAMENTO TEÓRICO
	2.1 Terapia Fotodinâmica
	2.2 Fotossensibilizador
	2.3 Fonte de luz
	2.4 Oxigênio molecular

	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1 Fotossensibilizador
	4.2 Fonte de luz
	4.3 Fotodegradação
	4.4 Penetração da luz
	4.5 Modelo de dose limiar
	4.6 Modelo para profundidade de necrose

	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	5.1 Fotodegradação
	5.2 Penetração da luz
	5.3 Modelo de dose limiar
	5.4 Modelo para profundidade de necrose

	6. CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	APÊNDICE A - Rotina para conversão de unidades
	APÊNDICE B – Rotina de profundidade de necrose: dose limiar
	APÊNDICE C – Rotina de profundidade de necrose: fótons absorvidos

