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RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) ¢ uma técnica conhecida por sua limitada
aplicagdo em tumores volumosos, devido a sua restrita penetragao. Portanto, a TFD com
o fotossensibilizador (FS) Luzitin®, bem como a combinagio da TFD com a cirurgia a
laser possuem potencial destrutivo para tumores volumosos. Assim, com o intuito de
propor um protocolo de tratamento minimamente invasivo envolvendo a TFD para
aplicagdo em tumores volumosos, o presente estudo analisou histomorfometricamente a
necrose resultante tanto da combinacdo de lasers ablativos com a TFD, quanto da TFD
com o fotossensibilizador Luzitin® (uma bacterioclorina sintética com maior potencial
para penetracdo nos tecidos biologicos) em figados de ratos saudaveis. No primeiro
estudo, 87 animais foram divididos em 2 grupos: grupo laser de CO; e grupo laser de
Diodo. Cada um desses grupos foram subdivididos em 6 subgrupos: 1) subgrupo
ablagdo a laser, 2) subgrupo fotossensibilizagdo seguida de ablacao a laser, 3) subgrupo
TFD, 4) subgrupo fotossensibilizacdo e luz seguido pela ablagdo a laser, 5) subgrupo
laser seguido de fotossensibilizagdo e luz, e 6) subgrupo fotossensibilizagdo seguida da
ablagdo a laser e luz. Para cada subgrupo, trés condi¢des de fotossensibilizagdo foram
utilizadas: acido 5-aminolevulinico (ALA) topico, ALA endovenoso e Photogem®
endovenoso. Trinta horas ap0s o tratamento, os animais foram eutanasiados e os figados
removidos para estudo histologico e morfométrico da necrose. Os resultados mostram
que os efeitos do tratamento com TFD foram consideravelmente melhorados quando
combinada com a ablagdo a laser. Para o grupo laser de CO,, a profundidade de necrose
média obtida mostrou uma minima diferenca entre as condi¢des estudadas para o grupo
fotossensibilizado com o Photogem® ¢ um aumento da profundidade de necrose apés os
procedimentos combinados em comparagdo com as técnicas isoladas para os subgrupos
fotossensibilizados com o ALA, especialmente qunado o tratamento com a TFD foi
realizado antes da ablacdo pelo laser de CO,. No grupo laser de Diodo, os subgrupos
com melhor desempenho foram aqueles em que a ablagdo foi realizada antes da TFD
para os fotossensibilizadores intravenosos e o subgrupo fotossensibilizado com ALA
topico, ablacionado e iluminado. A partir desses resultados, sugere-se que a TFD e a
ablagdo a laser podem atuar de forma sinérgica no tratamento de tumores volumosos.

No segundo estudo, dezesseis ratos machos normais foram randomicamente divididos



em 4 grupos, com 4 animais cada. Inicialmente foi realizada a fotossensibiliza¢do por
meio da administra¢do intravenosa de 2mg/kg ou 2,6mg/kg da droga e apods 12 horas,
uma area de lem” na regido abdominal direita correspondente ao figado foi irradiada
durante 22 minutos e 13 segundo ou 16 minutos e 40 segundos. Os grupos estdo
descritos a seguir: 1) grupos controle: fotossensibilizado com 2mg/kg, porém nao
tratado; 2) grupo tratado 1: irradiado com intensidade de 100J/cm* ap6s 12hs da
fotossensibilizacdo com 2mg/kg; 3) grupo tratado 2: irradiado com intensidade de
70J/cm® e fotossensibilizados com 2mg/kg de Luzitin®, 4) grupo tratado 3:
fotossensibilizado com 2,6mg/kg da droga e irradiado com intensidade de 70J/cm®. Os
animais foram eutanasiados ap6s 30 horas da irradiagdo, exceto o grupo controle, que
foram aguardadas 42hs ap6s a administracdo do composto. Os figados dos animais
foram removidos e preparados para a analise histoldgica. Além disso, foram observados
aspectos macroscopicos do figado. A analise dos resultados mostrou uma necrose
significativamente mais extensa e com maior grau de severidade para o grupo tratado 1.
Com base nos dados observados, sugere-se que, dentre as condi¢des estudadas, a dose
mais adequada para o tratamento com TFD do tecido fotossensibilizado com Luzitin®™
seja de 100J/cm” ¢ que uma redugido de 30% desse valor provoca um decaimento na
resposta da TFD, mesmo com aumento proporcional da concentracdo da droga no
organismo.

Palavras-chave: TFD, ablacdo a laser, ALA, Photogem®, Luzitin®, necrose,

histomorfometria.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is known to be limited to applications in large
volume tumours due to its limited penetration. Therefore, the PDT with the Luzitin®
photossensitizer as well as a combination of PDT and laser surgery may constitute a
potential to destroy bulk tumors. Thus, with the aim of proposing a minimally invasive
treatment protocol involving the application of PDT for large tumors, the present study
analyzed histomorphometrically necrosis resulting from both a combination of a laser
ablation with PDT as PDT with the photosensitizer Luzitin® (a bacteriochloryn
synthetic with greater potential for penetration into biological tissue) in livers of healthy
rats. In the first study, 87 animals were divided into 2 groups: CO, laser and diode laser.
Each of these groups were subdivided into six subgroups: 1) only laser ablation, 2)
administered the PS and ablated with laser, 3) only PDT (drug and ligth), 4) drug and
light (PDT) followed by laser ablation, 5) ) laser ablation followed by a PDT and 6)
drug, followed by laser ablation and ligth. For each subgroup, three types of
photosensitization were used: topical 5- aminilevunic acid (ALA), intravenous ALA and
intravenous Photogem®. Thirty hours after the different treatments, the animals were
sacrificed and the livers removed for the histological and morphometric study of
necrosis. The results showed that the effects of treatment were considerably improved
when PDT was used in combination with laser ablation. For the group CO, laser, the
average depth of necrosis obtained showed a minimum difference between the studied
conditions for the group photosensitized Photogem® and with an increased depth of
necrosis after the combined procedures in comparison with the isolated techniques for
the subgroups fotossensibilizados with ALA, especially treatment with PDT was
performed before ablation by CO, laser. In the diode laser group, subgroups with better
performance were those in which the ablation was performed before PDT using
intravenous photosensitizers and ALA topic. From these results, it is suggested that
PDT and laser ablation can synergistically in the treatment of large tumors. In the
second study, sixteen normal male rats were randomly divided into 4 groups with 4
animals each. Initially, all groups were intravenously photosensitizated with 2 mg/kg or
2.6 mg/kg of the drug and after 12 hours, a 1cm2 of area, in the right abdominal region,

corresponding to the liver, was irradiated during 22 minutes and 13 seconds orl6



minutes and 40 seconds. Groups are described following: 1) control group:
photosensitized with 2mg/kg, but untreated, 2) treated group 1: irradiated with light
dose of 100J/cm” after photosensitization with 2mg/kg of 12hs and 3) treated group 2:
irradiated with light dose of 70J/cm” and photosensitized with 2mg/kg of Luzitin®, 4)
treated group 3: photosensitized with 2.6 mg/kg of the drug and irradiated with light
dose of 70J/cm®. Animals were sacrificed 30 hours after irradiation, except the control
group, which were sacrificed 42hs after drug administration. Livers were removed and
prepared for histological analysis. Moreover, macroscopic aspects of liver were
observed. Results showed significantly more extensive necrosis and greater severity in
treated group 1. Data suggested that, among the conditions studied, light dose suitable
for PDT treatment of photosensitized tissue by Luzitin® is 100J/cm” and that 30% of
reduction in this value produces decay in PDT response, even with proportional increase
of drug concentration in the organism.

Key words: PDT, Laser ablation, ALA, Photogem®, Luzitin®, necrosis,

morphohistometry.
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1. INTRODUCAO

A crescente incidéncia dos casos de cancer nas ultimas décadas impulsionou a
busca por tratamentos mais eficazes. Com isso, a area de Optica, especialmente a
biofotonica, tem se destacado com sua gama de opcdes de tratamentos utilizando LEDs
(Light Emitting Diode) e Lasers (Light amplification stimulated emission radiation)
para o combate ao cancer. Nesse sentido, a Terapia Fotodindmica (TFD) desponta como
técnica promissora nessa area e tem sido insistentemente estudada em nosso grupo de
pesquisas em oOptica e fonica com resultados animadores.

No entanto, essa técnica apresenta como fator limitante a penetragdo no tecido.
Segundo Pope & Bown [7], de modo geral, a luz visivel que ¢ utilizada na TFD para
ativa¢ao do fotossensibilizador (FS) possui uma penetracdo no tecido inferior a 5 mm.
Entdo, se a espessura do tumor for menor, a TFD pode ser usada como terapia isolada
sem a necessidade de terapias complementares. No caso de tumores maiores ¢ mais
profundos, a TFD tem sido usada somente como método paliativo de tratamento.

Assim, com o intuito de aumentar a penetrabilidade da TFD, foram
desenvolvidos novos fotossensibilizadores, com destaque para o Luzitin®, uma
bacterioclorina sintética que, devido a sua propriedade de absorver luz na regido do
infravermelho proximo, possui uma propensdo maior para atingir tumores mais
profundos.

Além disso, a cirurgia a laser tem se mostrado uma técnica bastante eficiente de
tratamento para tumores localizados. Contudo, em situagdes nas quais a remogao
completa do tumor pode causar danos a um 6rgao ou organismo, € necessaria a
complementacdo do tratamento com outras técnicas, como radioterapia, quimioterapia
ou TFD, para minimizar as possibilidades de recidivas. A TFD pode ser utilizada tanto
previamente como posteriormente a uma resseccdo cirargica. Quando utilizada
previamente, o intuito € reduzir o volume tumoral para que a cirurgia seja menos
agressiva. Se empregada apds a cirurgia, a TFD objetiva a eliminagdo de células
neoplasicas no leito cirurgico que possam resultar em recidiva tumoral.

Portanto, a combinacdo da cirurgia a laser com TFD apresenta um potencial
destrutivo para o tumor, ja que reline uma técnica cirurgica minimamente invasiva de

remogao localizada da lesao visivel com outra técnica altamente seletiva, que possibilita
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a eliminag¢do de resquicios de tumor ndo-aparentes que estejam localizados na area
irradiada onde haja presenca do FS [8-10].

Entretanto, ndo ha trabalhos reportados na literatura sobre a profundidade da
necrose resultante tanto da interagdo entre TFD com a ablacao a laser, quanto da TFD
utilizando o FS Luzitin®, bem como sobre protocolos de tratamento especificando a

forma e os parametros mais eficientes para se aplicar tais técnicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

Cancer nao ¢ uma unica doenga, mas um conjunto de mais de cem diferentes
tipos de patologias. O termo cancer ¢ utilizado para designar genericamente qualquer
tumor maligno. A palavra cancer ¢ derivada do latim “cancer”, que significa caranguejo.
Essa denominagao ¢ decorrente da facilidade com que esse crustaceo tem de se fixar a
qualquer lugar, assim como o tumor se adere ao local do corpo humano em que se
desenvolve [11].

Tumor, sindnimo de neoplasma ou blastoma, é o crescimento anormal dos
tecidos, no qual células com distirbio genético passam a se reproduzir mais
rapidamente que as células normais. De acordo com o comportamento biologico, os
tumores sdo divididos em benignos e malignos. O tumor ¢ considerado maligno quando
possui crescimento desenfreado e desorganizado, com tendéncia a se alastrar para outros

orgaos [11].

Tabela 1: Diferenciacio entre tumores benignos e malignos [12].

BENIGNOS MALIGNOS

- CRITERIOS
' Encapsulagio | Presenca frequente Geralmente ausente

Lento, expansivo e bem Rapido, infiltrativo com
- delimitado delimitagdo imprecisa

Reproduz o aspecto do tecido de Caracteres diferentes do tecido de
‘Mitoses | Raras e tipicas Frequentes e atipicas

Ausente Presente — embora, geralmente
IMetastases’ | Nio ocorrem Frequentes

A carcinogénese pode iniciar-se de forma espontanea ou induzida pela agdo de
agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou bioldgicos). Em ambos os casos, verifica-
se a inducdo de alteragdes celulares mutagénicas e ndo mutagénicas ou epigenéticas.
Independentemente da exposi¢do a carcindogenos, as células sofrem processos de
mutacdo espontanea, que nao alteram o desenvolvimento normal da populacdo celular

como um todo. Estes fendmenos incluem danos oxidativos, erros de acdo das
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polimerases e das recombinases e reducdo e reordenamento cromossdmico (Figura 1).
Ha também que se considerar a vigilancia imunoldgica como mecanismo de corre¢dao ou

exclusdo das células mutantes [12].

CARCINOGENICO

o Inicifq.'m _» | Reparagio
D A T = A
s Binlxca —s D L& Ativacio de i Allcraqm i E:‘r;::nr::u
Efetiva N Proto-oncogencs Gencticas Seletiva
Biologico
i = | Mutagio / f =
Inativacio T Lo s
o Instabilidade
Eliminagao
— Gendmica
Dano Reordenamento Alteracoes
Oxidativo Cromossomico Enzimaticas

ALTERACOES CELULARES

Figura 1: As etapas da carcinogénese [12].

Anatomicamente, todos os tumores apresentam dois componentes bdsicos: o
parénquima, constituido de células, e o estroma, formado por tecido conjuntivo e vasos.
Imediatamente apds a transformagdo maligna, visto através da microscopia Optica, as
células cancerosas ¢ as suas células ndo tumorais apresentam poucas diferencas visiveis.
No entanto, conforme o tumor vai se desenvolvendo, suas células podem tornar-se cada
vez mais alteradas, apresentando diferencas estruturais e funcionais significativas [13].

Quando um tumor maligno alcanga aproximadamente um centimetro de
diametro, torna-se detectavel pelos métodos diagnosticos convencionais e contém cerca
de 10° células. Acredita-se que ¢ necessario um longo periodo de tempo para o tumor
alcangar este tamanho, talvez alguns anos. O cancer possui tempos diferentes de
duplicacdo em momentos diferentes de seu desenvolvimento natural e, em alguns deles,

bem antes de ser detectado, provavelmente, ja ocorreu a metastatizacdo hematogénica

(Figura 2) [12].
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Figura 2: Crescimento de um tumor maligno primario [12].

A classificagdo dos canceres ¢ realizada de acordo com o tipo de tecido e de
célula dos quais derivam: os tumores origindrios do epitélio de revestimento interno ou
externo sdo denominados carcinomas; aqueles oriundos do tecido conjuntivo sdo
formados pelo nome do tecido mais a desinéncia sarcoma (lipossarcoma,
condrossarcoma, leiomiossarcoma), aqueles origindrios do tecido hematopoiético sdo

denominados leucemias, e os de origem embriondria sdo os blastomas [12].

20



Tabela 2: Classificacao dos tumores [12].

MALIGNOS

Papiloma Carcinoma
Adenoma Adenocarcinoma

_ Fibroma Fibrossarcoma
_ Mixoma Mixossarcoma

~ Adiposo Lipoma Lipossarcoma
_ Condroma Condrossarcoma

.~ Vasos Sanguineos Hemangioma Hemangiossarcoma
- glemus Glomangioma :
_ Hemangiopericitoma Hemangiopericitoma maligno
_ Linfangioma Linfangiossarcoma
_ Mesotelioma maligno
_ Meningioma Meningioma maligno

- Leucemia (varios tipos)
- Leucemia linfocitica

- Linfoma
Plasmocitoma

- Doenca de Hudgkin

- Histiocitose X

Leiomioma Leiomiossarcoma
Rabdomioma rabdomiossarcoma

Ganglioneuroma Ganglioneuroblastoma
- Neuroblastoma

Aproximadamente 90% dos canceres humanos sdo carcinomas, dos quais os
cinco mais comuns acometem os pulmoes, o estdbmago, as mamas, o colon/reto e o
cérvix uterino [14].

Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os principais
tipos de cancer com maior mortalidade foram: de pulmao (1,3 milhdo); de estomago
(cerca de um milhao); de figado (662 mil); de codlon (655 mil); e de mama (502 mil). Do
total de Obitos por cancer ocorridos em 2005, mais de 70% ocorreram em paises de
média ou baixa renda [15]. Estima-se que, em 2020, o nimero de casos novos anuais

seja da ordem de 15 milhdes, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorrerdo em
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paises em desenvolvimento. E também conhecido que pelo menos um ter¢o dos casos
novos de cancer que ocorrem anualmente no mundo poderia ser prevenido.

No Brasil, a distribuicdo de diferentes tipos de cancer sugere uma transi¢ao
epidemioldgica em andamento. Com o recente e exponencial envelhecimento da
populagdo, € possivel identificar um aumento expressivo na prevaléncia do cancer, que
demanda dos gestores do Sistema Unico de Saude (SUS) a atenc¢do adequada aos
doentes [14].

O numero estimado para 2012/2013 ¢ de 518.510 casos novos de cancer no pais,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, que € o tipo mais incidente para ambos 0s
sexos (134 mil casos novos), seguido de prostata (60 mil), mama feminina (53 mil),
c6lon e reto (30 mil), pulmao (27 mil), estdbmago (20 mil) e colo do utero (18 mil) [16].

Este cendrio ilustra a necessidade de grande investimento no desenvolvimento
de agdes amplas e abrangentes para melhoria do controle e tratamento do cancer [17], ja
que o sucesso na cura do cancer esta associado a um diagnostico precoce da doenca,
bem como uma terapia eficiente.

Atualmente, os recursos mais utilizados para o tratamento oncologico sdo:
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia, que podem ser
usados de forma isolada ou combinada. Embora estas técnicas tenham mostrado
eficiéncia, principalmente quando a doenca ¢ detectada nos seus estdgios iniciais,
apresentam muitos efeitos colaterais, como alopecia (queda de cabelo), alteragdes
gastrointestinais (vOmito, diarreia, nduseas), adinamia (prostragdo fisica) e
imunodepressdo [18]. Devido, tanto a gravidade dos efeitos colaterais, quanto as
limitagdes dessas terapias convencionais, tratamentos alternativos estdo sendo estudados
para o tratamento do cancer [11], dentre estes destacaremos a terapia fotodinamica e a

ablacgao a laser.
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2.2 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica, do inglés, Photodynamic Therapy, ou PDT ¢ uma
promissora modalidade de tratamento do cancer que se caracteriza por um conjunto de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos que ocorre apds a administracdo de compostos
fotossensibilizantes que ficam retidos prioritariamente nos tecidos tumorais, seguido
pela irradia¢dao com luz visivel [11, 13, 19].

Essa técnica apresenta vdarias vantagens sobre os métodos tradicionais de
tratamento de neoplasias. Dentre elas podem-se citar: dano seletivo as células tumorais,
auséncia de intervengdes cirurgicas, possibilidade de repeti¢do do procedimento quantas
vezes forem necessarias, efeitos colaterais mais controlados e menos adversos. Outra
vantagem ¢ que, uma vez sensibilizado, o paciente pode ser submetido ao diagndstico
por fluorescéncia para deteccdo tumoral. Além disso, o procedimento em geral ¢
ambulatorial, ndo requerendo internacdo do paciente ¢ em muitos casos pode ser
realizada sem medicacdo anestésica [20].

Devido a todos esses fatores entre outros, hoje, praticamente ndo hd nenhum
centro de tratamento oncologico nos paises desenvolvidos que ndo disponha de uma
infra-estrutura para a TFD. Inimeros resultados apresentados em todo mundo,
comprovam de forma irrefutavel a eficacia desta terapia [20].

O tratamento com TFD pode ser ttil em qualquer patologia que envolva tecidos
de crescimento rapido, como ¢ o caso das doengas cardiovasculares (tratamento de
arteriosclerose), em doengas de pele (psoriase, queratose solar), no campo da
oftalmologia (degeneracdo macular relacionada a idade), artrite reumatoide sistémica,
restenoses, micoses fingicas, infecgdes bacterianas e verrugas [11, 21-22].

Na TFD, ¢ administrado um fotossensibilizador (FS), por uma rota especifica
(topica, oral ou intravenosa). Aguardado o tempo para que o FS atinja seletivamente o
tecido alvo com maximo acumulo, ¢ realizada a irradiagdo por luz de comprimento de
onda especifico [23-24]. A interacdo da luz em comprimento de onda especifico, ativa o
fotossensibilizador presente nos tecidos, transferindo energia para o oxigénio molecular
resultando em espécies reativas de oxigénio, entre elas o oxigénio singleto, que induzem

a morte das células [25] (Figura 3).
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Figura 3: Efeito da irradiacio da luz no FS dentro das células [26].

As espécies reativas geradas a partir da interacdo entre o estado excitado do
fotossensibilizador e o oxigénio (oxigé€nio singleto e anion radical super6xido), entre o
estado excitado do fotossensibilizador 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 vizinhangas do tecido afetado, iniciando uma cadeia de reagdes
bioquimicas, gerando danos de diferentes propor¢des a célula tumoral, podendo leva-la
a morte. O oxigénio singleto tende a reagir com sitios ativos presentes nas células-alvo,
como, por exemplo, a guanina, cadeias laterais de aminoacidos contendo estruturas
aromaticas e enxofre, ligagdes duplas de esteroides e lipideos insaturados. Lipideos
insaturados e proteinas sdo os principais constituintes das membranas biologicas, sendo
alvos subcelulares destruidos pela TFD. Portanto, essas reagdes resultam em alteragdes
da permeabilidade celular, provocando efeitos celulares como edemas, levando a morte

das células [27-28].

2.2.1 Fotossensibilizadores

Segundo Sternberg, et. al. [29], um agente fotossensibilizador adequado deve
possuir algumas propriedades como: baixa toxicidade no escuro (baixa citotoxicidade);
fotossensibilidade ndo prolongada; simplicidade na formulagao, reprodutibilidade e alta
estabilidade do formulado (tempo minimo de dois anos) que, geralmente, ¢ mantido
seco, bastando ao médico adicionar agua ou soro fisioldgico e agitar; farmacocinética
favoravel (rapido acumulo no tecido alvo e rapida eliminag¢do do organismo); facilidade
de manuseio sintético que permita efetuar modificagcdes para otimizar as propriedades

desejaveis; possibilidade de obtengdo em escala industrial a custos reduzidos e com boa
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reprodutibilidade; facilidade de analise total dos componentes da formula, inclusive
com fornecimento de roteiros de validacdo; alta afinidade e penetragdo no tecido doente
em detrimento do tecido saudavel (seletividade).

Além disso, ¢ importante que o FS apresente caracteristicas fotofisicas
favoraveis, como o comprimento de onda da luz necessaria a foto-excitacdo da
substancia. Na regido visivel, quanto maior o comprimento de onda da luz incidente,
maior a penetragdo no tecido. Tecidos normais contém muitas substancias que absorvem
ou refletem radiacdo eletromagnética como as proteinas e o DNA que absorvem na
faixa do ultravioleta (200-350 nm), a melanina (absorve em comprimentos de onda
menores), a hemoglobina, que absorve na regiao do verde-amarelo do espectro visivel e
a agua na regido do infravermelho. Radiagdo de comprimento de onda menor sofre
maior espalhamento e a presenga de cromo6foros endégenos nos tecidos, que absorvem
em comprimentos de onda menores faz com que a penetragdo de luz seja menor. Na
regido entre 600 ¢ 700 nm ndo ha competicdo dos cromoforos enddgenos, e a
profundidade de penetragdo no tecido éde 1 a5 cm [21].

Os fotossensibilizadores mais utilizados, até o momento, em estudos clinicos,
tém sido os derivados de hematoporfirina (do ingl€s, hematoporphyrin derivative, ou
HpD), que sdo considerados FSs de primeira geragdo. Estes FSs apresentam espectro de
absor¢do eletronica contendo cinco bandas de absor¢do, sendo uma banda intensa na
regido de 370 nm, conhecida como banda de Soret e quatro de menor intensidade em

comprimentos de onda maiores, conhecidas como bandas-Q (Figura 4) [30].
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Figura 4: Espectro de absorc¢ao éptica dos HpD [31].
Ha varios fotossensibilizadores de primeira geracao aprovados e sendo utilizados

em tratamentos clinicos, dentre eles o Photogem® (Russia) ¢ o acido 5-aminolevulinico

(ALA) (Europa e EUA).
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Figura 5: Estruturas Quimicas do ALA (A) e do Photogem® (B) [32].

,

O Photogem® ¢ um FS derivado de hematoporfirina de origem russa. E
produzido a partir de sangue de animais e sua preparacao ¢ feita no Instituto de Quimica
Fina de Moscou. Segundo alguns trabalhos, Photogem® possui caracteristicas fisicas,

I . T . ® . n .
quimicas e diagnésticas semelhantes ao Photofrin~ relacionadas ao aspecto terap€utico
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[33-35]. A estrutura monomérica do Photogem® apresentada na figura 5 tem a féormula
representada por [Cs;4H3sN4Og]n € o peso molecular variando de 598 a 2920. 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 a propria estrutura monomérica da
porfirina podendo formar dimeros, trimeros e oligdmeros [32-33].

A utilizacdo do Photogem® como FS em TFD apresentou resultados positivos no
tratamento de varios tipos de cancer, como cancer de pulmao [36], cancer esofagico e
outros neoplasmas [37].

O ALA ndo ¢ um FS exo6geno, mais sim um precursor de um FS, pois ele atua
nas cé¢lulas induzindo a produgdo de protoporfirina IX (banda de absor¢do centrada em
635 nm). Quando esse FS ¢ irradiado com luz em comprimento de onda adequado,
provoca o efeito fotodinamico nas células [38-39].

O ALA ¢ um composto hidrofilico em pH fisioldgico, por isso possui uma
capacidade limitada de atravessar barreiras bioldgicas da pele, como membranas
celulares e extrato corneo. Essa penetragdo ¢ uma condi¢dao fundamental para conversao
do ALA em PpIX [40]. Em células de mamiferos, o ALA ¢ carreado, principalmente
por mecanismos de transporte ativo, que requerem energia. Esses sistemas sdo lentos,
mas encontram-se levemente acelerados em células tumorais [41-44].

Um estudo que comparou os efeitos do ALA topico ¢ ALA sistémico na
microcirculagdo de ratos mostrou que esta aplicagdo topica induz efeitos mais
pronunciados em vasos na periferia do tumor ¢ no tecido normal circundante que a
aplicagao sistémica [45].

Quando o ALA ¢ aplicado topicamente em tumores cutdneos ocorre um aumento
na permeabilidade da pele cancerosa. Por isso, a frequéncia de indugdo da sintese e
acimulo de PpIX pelo ALA ¢ muito maior em células malignas e pré-malignas, se
comparado a condigdes normais [46].

A formagdo da PpIX apresenta uma consideravel heterogeneidade quando o
ALA ¢ aplicado topicamente. H4 uma distribuicdo ndo homogénea e limitada da PpXI
no tecido, resultando em um tratamento ineficiente € com pouca penetracao para lesoes
nodulares. A fim se assegurar niveis de PpIX clinicamente relevante, ¢ necessario
administrar doses razoavelmente altas do ALA por longos periodos de tempo [47].

Ha varios estudos reportados na literatura sobre o uso topico do ALA associado

a TFD. Sziemies et al. [48] observou que, apds 3 meses do tratamento do ALA topico
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associado a TFD, 71% da ceratose actinica presente na cabeca regrediram
completamente.

No tratamento de Carcinomas Basocelulares (CBC), a TFD tépica com ALA
mostrou uma frequéncia de regressao de 79 a 100% para lesdes superficiais e de 10 a
75% para CBC nodular [49-51].

O ALA topico associado a TFD apresentou resultados positivos no tratamento da
doenga de Bowen com frequéncia de regressao de 90 a 100% e uma recorréncia muito
baixa de 0 a 10% [52-54].

No entanto, Morton et al. [55], em seu trabalho com CBC superficiais, mostrou
haver uma relagdo inversa entre a espessura tumoral e sua resposta a TFD.

A eficacia da TFD em lesdes nodulares e nodulares ulcerativas ¢ drasticamente
reduzida quando estas possuem mais de 2 ou 3 mm [50,56-59].

Portanto, em casos de lesdes mais profundas faz-se necessario a utilizagao de
técnicas mais invasivas, como a cirurgia. E combinada a este recurso, o emprego de
TFD no tratamento de lesoes avancadas tende a aumentar a operabilidade do paciente,

assim como também reduzir o volume do tumor que necessita ser removido [60].

2.2.1.1 Luzitin®

Os fotossensibilizadores de 1* geracdo, apesar de serem amplamente usados no
tratamento de varios tipos de canceres ou condi¢des pré-cancerigenas, apresentam
algumas desvantagens. Dentre elas, destacam-se a prolongada fotossensibilidade
cutanea, a baixa seletividade pelo tecido tumoral e a banda de absor¢do onde a droga ¢
fotoativada (regido do vermelho) ¢ fraca, ndo se encontrando na regido ideal do espectro
[27,61-62].

No caso da hemoglobina, sua absor¢ao mais intensa ocorre proxima de 425, 544
e 577 nm e, por isso, necessita de ilumina¢do no tecido em comprimentos maiores que
600 nm para garantir uma penetragdo significativa. Em comprimentos de onda maiores
que 1200 nm, a absorc¢ao de luz por moléculas de 4gua comeca a se tornar substancial.
Para comprimentos de onda entre 850-900 nm, os fotons podem ndo ter energia
suficiente para participar de uma reagdo fotoquimica. Portanto, o intervalo de
comprimento de onda entre 600 e 800 nm foi determinado como a janela terapéutica da

TFD para pratica clinica [63].
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Nesse sentido, uma importante caracteristica dos fotossensibilizadores de 2?
geracdo, faz com que as clorinas destaquem-se, pois, quando comparadas com as
propriedades espectroscopicas das porfirinas, possuem um deslocamento para a regido
do vermelho no espectro de UV-visivel da ultima banda Q, bem como, um aumento do
coeficiente de extingdo molar desta banda [64-66]. Com isso, as clorinas absorvem
fortemente na regido do azul e do vermelho do espectro de UV-Vis, enquanto que as
porfirinas absorvem fortemente na zona do azul, pois as porfirinas possuem coloragao
vermelha e as clorinas, verde.

Assim como as clorinas, as bacterioclorinas sdo fotossensibilizadores de 2°
geracdo derivados de porfirinas reduzidas. Essas substancias apresentam duas ligacdes

opostas do macrociclo hidrogenadas (figura 6).

Figura 6: Estrutura do macrociclo de uma bacterioclorina.

No espectro de absor¢do de uma bacterioclorina tipica (figura 7), a banda Q de
mais baixa energia sofre um deslocamento batocrdmico para 750 nm (¢ = 105 L.mol™
.cm™). A banda Q intensa é acompanhada por uma banda fraca proxima de 690 nm e
uma banda de intensidade média em 560 nm (com & =~ 104 L.mol".cm™). A banda Soret

se divide em duas (em aproximadamente 360 ¢ 400 nm, com & ~ 105 L.mol.cm™) [67].
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Figura 7: Espectro de Absorc¢ao das bacterioclorinas sintéticas [68].

O Luzitin® ¢é uma bacterioclorina sintética derivada das meso-
tetrarilbacterioclorinas halogenadas, apresenta maior fotoestabilidade a temperatura
ambiente que outras bacterioclorinas utilizadas em TFD, com producdo de oxigénio
singleto superior a maioria dos fotossensibilizadores atualmente disponiveis, baixa
citotoxidade no escuro, forte agdo fotodinamica em baixa dose e tempo de irradiagao
[69,70]. Além disso, esse composto possui absor¢cdo na regido do infravermelho

proximo (figura 8).
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Figura 8: Espectro de absorc¢iao do Luzitin [70].
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Apesar do potencial para atingir tumores mais profundos, ha poucos trabalhos
reportados na literatura sobre os efeitos histologicos da TFD, bem como da
penetrabilidade nos tecidos quando se ¢ utilizado um fotossensibilizador que absorve

luz na regido do infravermelho proximo.

2.3 Tratamentos Cirargicos para o Cancer

Segundo a American Cancer Society [71], a cirurgia ¢ a mais antiga forma de
tratamento de cancer. Aproximadamente 60% de todos os pacientes oncoldgicos sao
submetidos a algum tipo de procedimento cirtrgico. Muitas vezes mais limitada e
menos invasiva, as operacdes sdo feitas para remover tumores tentando preservar ao
maximo a fun¢do normal do tecido. A cirurgia oferece a maior chance de cura para
muitos tipos de cancer, especialmente aqueles que ainda nao se disseminaram para
outras partes do corpo. Se o tumor estd localizado, a cirurgia ¢ muitas vezes o
tratamento mais indicado.

O objetivo da cirurgia pode ser tanto a remogdo de apenas o tumor, ou 0 0rgao
inteiro. Uma vez que uma tUnica célula de cancer pode se transformar em tumor
significativo, removendo apenas o tumor, hd maior probabilidade de reincidéncia [71].

A ressecgdo cirurgica (debulking) elimina uma parte, mas ndo o tumor como um
todo. E utilizada em determinadas situagdes, quando a remogéo total do tumor pode
causar danos a um 6rgdo ou ao organismo. Nesses casos, ¢ utilizada outra técnica para
completar o tratamento, como a radioterapia ¢ a quimioterapia visando potencializar o
resultado final e reduzir as chances de recidivas [71]. Nesse sentido, uma alternativa
viavel para se eliminar possiveis resquicios do tumor ¢ a TFD, pois permite uma acao

mais localizada com efeitos colaterais minimos.

2.4 Lasers Ablativos

Lasers ablativos tém sido utilizados em medicina humana, desde a década de 60.
Nos ultimos 20 anos ocorreram importantes melhorias nos lasers cirargicos de CO, em
termos de unidades, dimensdo, facilidade de operagdo, manutencdo, e principalmente,

custo [72].
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Todos os lasers cirrgicos possuem uma estrutura basica semelhante. Um laser
pode ser dividido em 3 partes principais. A primeira parte ¢ o chamado meio ativo, que
pode ser gasoso, s6lido ou liquido. Nela estdo contidos os atomos ou moléculas. Essas
particulas estdo carregadas eletricamente e prontas para serem excitadas passando a um
nivel superior de energia. Como as particulas tendem a retornar ao nivel mais estavel
energeticamente, elas decaem liberando energia sob a forma de foton (energia
luminosa). Cada particula libera um foton em um comprimento de onda especifico
(monocromatico). A segunda parte do laser ¢ composta por uma fonte de energia
externa, responsavel por produzir estados excitados, a fim de que nos decaimentos haja
produgdo de luz. Esse estagio ¢ fundamental para a producdo do laser. A terceira parte
importante do laser ¢ a cavidade Otica ou ressonador formada por um conjunto de
espelhos que orientam o feixe laser de forma unidirecional, Os fotons sdo refletidos de
volta para o sistema, produzindo continuamente a emissao estimulada. Além disso, ha
um mecanismo de entrega (brago articulado ou fibra 6ptica) que conduz o feixe laser
para o paciente. [73-75].

O grau e a extensdo dos efeitos térmicos da irradiagdo laser nos tecidos
bioldgicos estdo relacionados as propriedades Opticas dos mesmos (coeficiente de
absorc¢do, espalhamento, capacidade e condutividade térmicas) assim como com oS
parametros de irradiacdo do laser (comprimento de onda, poténcia, energia, irradiancia)
[76].

O impacto do feixe laser sobre o tecido ¢ proporcional a densidade de poténcia
(a poténcia do feixe dividido pelo quadrado do didmetro do feixe no ponto focal).
Irradiancia ou densidade de energia ¢ a quantidade de energia liberada por area de pele
tratada em um pulso. Portanto, a intensidade da energia ¢ medida em watts/cm®. Quanto
mais curto for o pulso, maior deverd ser a irradidncia a fim de alcancar energia
suficiente para obtenc¢do de efeito térmico. Alta irradiancia leva ao aquecimento muito
rapido do tecido, ocasionando vaporiza¢do. Ao contrario, baixa irradiancia, leva a
coagulagdo [77].

Além do ponto atingido pela radiagdo, a energia do laser ¢ absorvida apenas por
uma fina camada de tecido adjacente. A espessura dessa camada depende do tipo de
laser, da poténcia usada ¢ do tempo de aplicacdo. Assim, quando se utilizam grandes
poténcias (>400 W), ou quando o laser ¢ aplicado em fragdes de segundo, essa camada

praticamente inexiste [78].
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Em cirurgia cutanea, o laser ¢ usado como instrumento para excisdo e destruicao
de malignindades [79-83], tratamento de queimaduras [84] e debridamento de ulceras de
decubito [85]. O uso dermatolégico mais comum ¢ como substituto da cureta e/ou
eletrocautério [86-88].

A remocao cirurgica de tecido através de mecanismos térmicos, mecanicos, de
fotodecomposicao ou mediados por plasma utilizando a radiagdo laser ¢ denominada
ablacdo explosiva. Esse ¢ um processo de natureza térmica, portanto depende da
absorcdo da radiacdo laser pelo tecido. A 4gua ¢ o principal componente para este fim,
seja pela sua concentracdo nos tecidos, pela sua absor¢do intensa no infravermelho ou
ainda pela sua localizagdo sob camadas do tecido. Altas pressdes sdo geradas pelo
rapido aquecimento de camadas de agua confinadas abaixo da superficie do tecido,

levando a microexplosdes [89].

2.4.1 Laser de Diéxido de Carbono (CO2)

O laser de Dioxido de Carbono (CO,) foi desenvolvido por Patel, em 1964 [90],
mas foi Polanyi, em 1965 [91], que realizou o primeiro procedimento cirdrgico
utilizando este equipamento. As propriedades de corte e hemostaticas do laser continuo
de CO, foram documentadas por Yahr e Strully em 1966 [92].

O laser de CO; ¢ um laser ablativo composto por uma mistura de gas carbonico,
nitrogénio e hélio, cujo comprimento de onda ¢ de 10,6 um na faixa espectral do
infravermelho [93]. Este comprimento de onda ¢ ideal para a cirurgia de tecidos moles,
j& que ¢ absorvido por moléculas de dgua (mais de 85% do contetido dos tecidos moles)
sofrendo um minimo espalhamento.

A maioria dos lasers cirtrgicos de CO, sdo sistemas focados, o que significa que
a intensidade mais elevada encontra-se a poucos milimetros do sistema de entrega —
onde o ponto focal ¢ menor. Uma vez que a densidade de poténcia ¢ inversamente
proporcional ao quadrado do diametro da ponteira, o cirurgido pode alterar a incidéncia
do feixe afastando o sistema de entrega do tecido. Isso lhe permite aumentar a
coagulagdo movimentando a maquina no sentido antero-posterior sem quaisquer
alteragdes nas suas configuragdes. Sistemas focados também sdo mais seguros porque a
sua intensidade diminui rapidamente com o distanciamento do sistema de entrega —

reduzindo as possibilidades de danos acidentais pessoais ou no equipamento [94].
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A reacao provocada pelo laser depende das propriedades particulares do tecido,

tempo de exposic¢do, da poténcia e do tamanho do ponto [95].

A interagdo laser-tecido ¢ do tipo fototérmico, a energia do raio laser ¢

convertida em calor no ponto de impacto, instantaneamente ocorre ebuli¢do da agua

intercelular provocando a vaporizagao das células que evaporam — vaporizagao térmica

dos tecidos [96].

Os tipos de danos térmicos ocasionados pelo laser de CO, estdo resumidos na

tabela 3 :

Tabela 3: Efeitos fototérmicos e danos subsequentes a interacio do laser de CO, com o

tecido biolégico [97].

Interacao Fototérmica Temperatura Aplicada (°C)

Efeito Histopatolégico

Baixa temperatura processo 40-45
de lesdo tecidual
43-45
>40
43

50

>50
58
69-72
70-75
140
Vaporizacao da agua 100
>100
>100

Ablacao por alta 300
temperatura

1000

3550

Inativagdo de enzima; dano celular
reversivel
Inativagdo de enzima; morte celular
Contragéo celular e hipercromasia
Perda da birrefrigéncia em miocardio
congelado
Desnaturagao térmica de proteinas
estruturais
Rotura da membrana
Hialinizag¢do do colageno
Perda da refrigéncia em miocardio fresco
Mudanga da refrigéncia do colageno
Desnaturacao térmica da elastina
Formacao de vacuolos extracelulares
Rotura dos vacuolos: efeito “pipoca”
Ablacao dos tecidos por vaporizagao
explosiva

Ablacdo dos tecidos

Vaporizacao do carbono
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O laser de CO; ideal para cirurgia cutanea deve cortar e vaporizar rapidamente ¢
efetivamente o tecido, coagular o sangue dos vasos e permitir rapida e normal cura de
estruturas anexas bem como da epiderme adjacente ndo tratada sem interferir no tecido
sadio remanescente [98].

A cirurgia com laser de CO, apresenta vantagens sobre a técnica convencional,
pois € capaz de selar pequenas terminagdes nervosas ao invés de deixar terminagdes
expostas como ocorre na cirurgia com bisturi, o que pode reduzir a dor no pos-
operatorio [99]. Pequenos vasos linfaticos também sdao selados resultando em
diminui¢do do edema [78, 97]. Além disso, a capacidade do laser de CO, de manter
intacto o tegumento em comparacdo com outros procedimentos pode reduzir a
bacteremia induzida [98].

No entanto, utilizada como técnica isolada, o nimero de recidivas apos a
cirurgia a laser € relativamente alto, j4 que a remog¢@o pode ndo ser completa e as células
cancerosas que permanecem voltam a se proliferar. Por essa razdo, algumas alternativas
de combinacdo de técnicas para o tratamento de tumores mais volumosos tém sido
testadas.

Um estudo realizado em 12 pacientes com CBC mostrou que combinagdo entre
TFD e ablag¢do com laser de CO, apresentou um resultado estético superior a excisao

cirargica convencional com ou sem reconstrucgao [99].

2.4.2 Laser de Diodo

Os lasers de Diodo de alta poténcia sdo amplamente divulgados por serem
semicondutores e possibilitarem a compactagdo dos equipamentos para o emprego em
clinica [100-102].

A utilizagdo comercial do laser de Diodo de alta poténcia se deu na década de
90, mas a grande ampliacdo de seu uso em cirurgias de tecidos moles se deu devido a
sua capacidade de hemostasia, reducao microbiana e facilidade de alcangar regides de
dificil acesso [103].

Lasers semicondutores (lasers de Diodo) sdo equipamentos relativamente
pequenos e utilizam baixa energia (4" gera¢do de lasers). S@o os mais utilizados em
cirurgia vasculares [104].

Esse tipo de laser apresenta seu comprimento de onda final determinado de

acordo com as caracteristicas da constituicdo do semicondutor. O sistema laser consiste
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em um pequeno cubo de propor¢des submilimétricas formado por material
semicondutor responsavel por converter energia elétrica em energia luminosa. Essa
energia ¢ emitida em feixes por uma das faces desse pequeno cubo e caracteriza-se por
apresentar uma poténcia maxima de poucos Watts (W). Um laser de Diodo de alta
poténcia necessita de uma quantidade minima aproximada de vinte desses cubos. Todos
sdo colocados lado a lado concomitantemente formando uma barra de diodo. Um bloco
de cobre ¢ prensado junto a barra para auxiliar a dissipagdo de calor formado durante a
utilizacao do equipamento [105].

O espectro do laser de Diodo varia de 630 a 980nm, pode ser utilizado em modo
pulsado ou continuo e seu feixe geralmente ¢ conduzido por fibra Optica [106]. A
energia emitida pelo laser de Diodo ¢ suficiente para vaporizar e coagular tecidos moles,
bem como para gerar um efeito térmico que pode ser danoso as células, causando
desnaturagao de proteinas e microexplosdes de liquidos intracelulares [107], o que
possibilita seu uso em condigdes cirirgicas ¢ em diversos procedimentos que
necessitam da aplicagdo do laser em locais ndo acessiveis a outros tipos de laser como o
de CO,. Possui excelente capacidade de coagulacdo e permite a vaporizacdo de grandes
quantidades de tecido sem atingir as camadas mais profundas [108].

Estas propriedades permitem seu emprego na retirada de tumores e outros tipos
de lesoes [109-110].

Estudos recentes com lasers de Diodo tem demonstrado sua alta eficiéncia em
cirurgias de tecidos moles, como remoc¢do de tumores, promovendo incisdes precisas,
hemostasia ¢ um bom poés-operatorio quando utilizados com pardmetros adequados,
devido a afinidade desses comprimentos de onda com pigmentos de tecidos moles

[111].
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3. OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Esse estudo teve como objetivo avaliar e comparar morfometricamente e
histopatologicamente a penetragdo do dano tecidual provocado pelas técnicas de terapia
fotodinamica e ablacdo a laser (CO; ou Diodo), isoladas e combinadas (TFD + Laser), e
TFD com o FS Luzitin®, através das medidas da profundidade da necrose resultante

desses procedimentos.
Objetivos Especificos

e Obter as profundidades de necrose médias para cada subgrupo estudado;

e Comparar os valores de profundidade de necrose dos subgrupos tratados com as
técnicas isoladas com os subgrupos tratados com as técnicas combinadas;

e Analisar a melhor condi¢do para se combinar as técnicas de TFD (FS + luz) e
ablagdo a laser a fim de se sugerir um possivel protocolo de tratamento para
tumores mais profundos;

e Para o experimento com o Luzitin®, com base nas médias de profundidades de
necrose mensuradas, definir qual dos parametros testados foi mais eficiente e

propor um protocolo de tratamento com irradiacdo externa utilizando esse FS.
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4. TFD COMBINADA COM A
ABLACAO A LASER

4.1 MATERIAIS e METODOS

4.1.1 Animais

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal
Protocolo n°015/2009 (Anexo 1). Foram utilizados 87 ratos machos (Rattus novergicus
albinus) da linhagem Wistar, com massa corporal média de 350g cada, provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (FMRP). Durante
todo experimento, os animais foram mantidos em gaiolas com cinco animais cada, em
um alojamento para animais (figura 9), com quatro filtros para entrada de ar, um
exaustor para as saidas de ar e controle da iluminagdo com ciclos de doze horas de claro
e doze horas de escuro, montado no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) — USP, no
laboratério de Biofotonica. Nesse periodo, receberam agua filtrada e ragdo comercial

especifica para roedores (Primor). A temperatura foi mantida entre 23 e 25°C.

Figura 9: Alojamento dos animais montado no Centro de Pesquisa em Optica e Fotdnica no
IFSC — USP/Sao Carlos.
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para o laser de CO, e outro para o laser de Diodo. Cada um desses grupos foi
subdividido em seis subgrupos: 1) subgrupo controle laser ablativo, 2) subgrupo
controle TFD (FS e luz), 3) subgrupo controle fotossensibiliza¢do seguida de ablagdo a
laser, 4) subgrupo laser seguido de FS e luz, 5) subgrupo FS e luz seguido pela ablacao
a laser, e 6) subgrupo FS seguido da ablacdo a laser e luz. Para cada subgrupo, trés
condi¢des de fotossensibilizagdo foram utilizadas: acido S5-aminolevulinico (ALA)
topico, ALA endovenoso ¢ Photogem® endovenoso. Esses grupos experimentais estao

descritos na tabela 4:

Tabela 4: Grupos experimentais

4.1.2 Grupos Experimentais

Os animais foram separados aleatoriamente em dois grandes grupos, sendo um

Subgrupos Animais Procedimento Fotossensibilizador
Primeiro Segundo Terceiro
Laser
1 3 ablativo
(COz 0u
Diodo)
2 3 Laser ALA topico
2B 3 ps ~ ablativo ALA iv.
(CO; ou ®
2C 3 Diodo) Photogem
3? 3 ALA topico
3B 3 FS Luz ALA i.v.
3C 3 Photogem®
42 3 Laser ALA topico
4B 3 FS Luz  A2blativo ALA i.v.
(COz 0u ®
4C 3 Diodo) Photogem
5° 3 Laser ALA topico
5B 3 ablativo g Luz ALA iv.
(CO, ou o
5C 3 Diodo) Photogem
6" 3 Laser ALA tépico
6B 3 ps  ablativo ALA iv.
(CO; ou ®
6C 3 Diodo) Photogem

realizado uma unica vez. Portanto, os dados apresentados nos resultados tanto para o
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grupo laser de CO, quanto para o grupo laser de Diodo sdo relativos aos mesmos

animais.

4.1.3 Fotossensibilizadores

Para a fotossensibilizagdo do tecido hepatico dos animais foram utilizados o
Photogem® e um precursor da PpIX, o ALA, nas formas topica e intravenosa.

O Photogem® foi separado em aliquotas de Smg, sendo cada aliquota diluida em
Iml de cloreto de sédio (0,9%), obtendo uma concentragdao final de 1,32x10° mol/L,
estocada a 4°C.

Para a preparagdo do ALA tdpico, 16% do acido S-aminolevulinico em pé
(ALAsens — Russia) foi incorporado a um creme com a seguinte composi¢do: Cera
polawax (alcoois graxos + alcool etoxilado); Crodalan LA (dlcool de lanolina acetilada),
Miristato de isopropila, BHT (butil hidroxitolueno), uniphen (fenoxietanol +
parahidroxibenzoatos de metila, etila, butila e propila), Propilenoglicol, EDTA, agua
destilada. O creme foi armazenado em embalagem propria e estocado a 4°C.

O ALA endovenoso foi obtido a partir do mesmo acido 5-aminolevulinico em p6
(ALAsens — Russia) diluido em 1ml de cloreto de sodio (0,9%) na concentracdo de
100mg/ml, obtendo-se uma solugdo acida (pH=3), estocada a 4°C.

Na fotossensibilizacdo dos animais com ALA topico 0,08 ml do medicamento
foi aplicado no figado dos animais. O ALA endovenoso diluido foi administrado na
veia cava na concentragio de 200mg/Kg [112-114]. No caso do Photogem®, a

substancia diluida foi injetada na veia cava na quantidade de 1,5mg/Kg [20].

4.1.4 Preparacado dos animais

Todos os animais foram submetidos a um periodo de jejum de doze horas, tendo
acesso livre a dagua. Posteriormente, foram pesados e anestesiados por inje¢do
intramuscular com solugdo estéril de cloridrato de ketamina a 5% (Vetanarcol®-
Konig), na dose de 0,08 ml/100g de massa corporal, associado ao relaxante muscular,
analgésico e sedativo de xilasina a 2% (Coopazine® - Coopers) na dose de 0,04
ml/100g. A regido abdominal dos animais foi tricotomizada e realizada uma incisdo
mediana para o acesso a veia cava, no caso da administracdo endovenosa dos

medicamentos, ou exposicao do lobo esquerdo do figado para aplicacdo topica do ALA.
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4.1.5 Terapia Fotodinamica

A TFD (FS + luz) foi realizada apds o DLI (“Drug Light Interval”), ou intervalo
6timo entre administracdo da droga e irradiacdo do tecido, pré-determinado para cada
fotossensibilizador em estudos anteriores [38,115] como sendo de 2 horas ¢ 45 minutos
para o ALA topico, 6 horas e 30 minutos para o ALA intravenoso e 30 minutos para o
Photogem®.

Como fonte de luz para a TFD utilizou-se o laser de Diodo 630 Ceramoptec”
(Alemanha) na intensidade de 150 J/cm?, intensidade total de 150 mW/cm® e tempo de
600 segundos.

Uma mascara de papel aluminio envolto por gaze com um orificio de lem x lem
foi utilizada para delimitar a drea a ser irradiada e proteger o restante do tecido, evitando

a ilumina¢ao de areas indesejadas (Figura 10).

Figura 10: Iluminacfo do figado de um animal fotossensibilizado mostrando a delimitacio
da drea iluminada com uma mascara de papel aluminio envolto por gaze com um orificio
de 1.0 x 1.0 cm.
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4.1.6 Ablacio do tecido hepatico

4.1.6.1 Ablac¢ao com laser de CO;

No grupo laser de CO,, a ablacdo do tecido hepatico foi realizada com um
equipamento Laser de CO, Medical Energy, INC, SL-225 CO; laser, no comprimento
de onda de 10.600 nm, sistema focado, feixe colimado, modo de operagdo pulsado com
frequéncia de 45Hz e poténcia de 4W.

Para uma melhor padronizacio do método de ablagdo do tecido, o brago
articulado do laser foi acoplado a um sistema de translagdo x-y comandado por um
software de computador especifico (Figura 11). Esse sistema foi programado para
realizar varredura em uma area de aproximadamente 10x10mm® durante 42 s a uma

velocidade de Smm/s.

Figura 11: Em a, observa-se a imagem do equipamento laser de CO, e em b, tem-se a
imagem do laser de CO, acoplado ao sistema de varredura x-y.
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4.1.6.2 Ablac¢ao com laser de Diodo

No grupo lase de Diodo, a abla¢do do tecido hepatico foi realizada com um
equipamento Laser de Diodo, comprimento de onda de 810nm, feixe acoplado em fibra
Optica, modo de operacdo pulsado com frequéncia de S0Hz e poténcia de 4W.

A ponteira da fibra optica também foi acoplada ao mesmo sistema de translagao
x-y (Figura 12 a), controlado por um software especifico, mantendo-se o mais proxima
possivel do tecido, porém sem contato (Figurta 12b), de modo a permitir uma melhor

padronizagdo do método.

Figura 12: Imagens do animal sendo submetido a abla¢io com o laser de Diodo de 810nm.
Em a, observa-se o equipamento laser acoplado ao transladador x-y e em b, o detalhe da
fibra realizando a varredura no figado do animal.

4.1.7 Distribuicao do fotossensibilizador ap6s ablacao com laser de
CO:

Ap6s o procedimento de preparacdo dos animais, o lobo esquerdo do figado dos

animais foi exposto e isolado em uma gaze embebida em soro fisioldgico.

43



Antes do DLI 6timo para cada medicamento, foi realizada a ablagdo de uma éarea
de aproximadamente 100mm? do lobo esquerdo do figado dos ratos com o laser de CO,.
A fim de se observar uma possivel degrada¢do do FS apos o procedimento de
ablacio, o tecido hepatico foi observado no Velscope®, equipamento que emite luz em
comprimento de onda especifico para deteccdo da fluorescéncia do FS. As imagens da

fluorescéncia dos figados foram captadas com uma cdmera CCD para serem analisadas.

4.1.8 Combinac¢ao entre TFD e lasers ablativos

Com o intuito de investigar como o tecido hepatico normal responde a interagao
entre TFD e ablagdo com diferentes tipos de lasers, foi realizado um estudo associando
ambas as técnicas descritas nos itens 4.1.5 ¢ 4.1.6 em diferentes condigoes. A ordem dos
procedimentos variou em cada grupo experimental, de acordo com o descrito no item

4.1.2.

4.1.9 Morte e remocado do figado

ApoOs o tratamento, os animais foram suturados, colocados nas respectivas
gaiolas e levados ao alojamento. Apds 30 horas, os animais foram eutanasiados por
overdose de anestésico. O lobo esquerdo do figado foi removido e a area necrosada
cortada em fatiascom espessuras aproximadas de 1 mm, no sentido antero-posterior,

para permitir analise da profundidade.

4.1.10 Preparacao do material para estudo histoldgico

As amostras do tecido foram colocadas em frascos plésticos contendo solugdo de
formaldeido 40% (Formol — Merck™), misturado a uma solu¢io de monofosfato de
sodio hidratado (NaH,PO4H,O - Merck®) e difosfato de sodio hidratado
(Na;HPO4,H,0- Merck®) diluidos em agua destilada, durante 24 horas para fixacdo. Em
seguida, as amostras foram desidratadas e inclusas em parafina. Cortes transversais de
Sum foram realizados, utilizando-se um micrétomo rotativo Reichert Jung 2040. As

laminas foram coradas com Hematoxilina-eosina (HE).
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4.1.11 Estudo Histolégico da Necrose

Também com a finalidade de caracterizar os aspectos microscopicos dos
procedimentos resultantes dos tratamentos isolados e combinados realizados em tecido
hepatico de ratos Wistar, foram captadas fotomicrografias das ldminas histolégicas para
ilustracdo e descri¢cdo dos padroes observados.

Para a analise histologica foi utilizado o microscopio Zeiss”, modelo Axioskop 2
plus. As imagens dos campos foram registradas pela cdmara (Axio Cam Hrc®) acoplada

ao microscopio, sendo posteriormente arquivadas pelo programa Axio Vision 4.6".

4.1.12 Analise morfomeétrica da necrose

A morfometria da profundidade da necrose foi a principal forma de anélise
comparativa entre as respostas provocada pelas técnicas de TFD e ablagdo com laser de
CO, isoladas ou combinadas. Através de medidas entre a distdncia da superficie
necrosada e o tecido normal adjacente (Figura 13) foi estabelecida a profundidade de
necrose média atingida em cada condi¢do estudada. Para cada animal foram obtidos
quatro a cinco cortes da regido aparentemente necrosada e, em cada corte, realizadas
tr€s medidas para, entdo, ser calculada a média, como descrito em trabalhos anteriores

[38, 115].

Figura 13: Esquema representativo de uma ldmina histolégica demonstrando a maneira
na qual foram obtidas as medidas da profundidade de necrose do figado.
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Os valores de profundidade de necrose médios foram analisados para cada grupo

experimental, gerando gréaficos de profundidade de necrose versus técnica utilizada.

4.1.13 Analise Morfométrica da Flutuacao da Necrose

Devido a irregularidade da necrose na regido de transi¢do entre esta e o tecido
normal adjacente presente no grupo Laser de CO,, foi realizada a medida da flutuacdo
da necrose utilizando o mesmo equipamento para mensuracdo da profundidade de
necrose. A fim de quantificar o quanto a necrose oscilou para cada subgrupo testado do
grupo Laser de CO,, tragou-se linha imaginaria do que seria uma necrose regular e
verificou-se a distancia entre as ocilagdes da necrose real até esta linha como pode ser
observado na figura 14. Dessa forma, foram realizadas medidas em trés pontos de cada

corte, obtendo-se um valor médio para cada grupo expresso em pocentagem.

. F1 média
Flutuagio (%): T2 média x 100

Figura 14: Esquema da lAmina histolégia com um corte de tecido hepatico mostrando
como foram realizadas as medidas da flutuacdo da necrose. Em rosa esta representada a
regido necrosada e em roxo a regiio de tecido normal. As distincias F2 sdo a
profundidade de necrose e F1 as distincias das oscilacdes da necrose real até a linha
imaginaria.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Laser de CO:

A profundidade de necrose medida nas laminas histologicas dos tecidos
hepaticos dos animais submetidos as técnicas de TFD e ablagdo com laser de CO;
isoladas ou combinadas foi utilizada como principal critério para se avaliar a resposta
final ao tratamento.

Os lobos esquerdos dos animais foram tratados com técnicas combinadas ou
isoladas. A figura 15 mostra o aspecto dos figados dos animais apdsa ablacdo com laser
de CO, (Figura 15a), terapia fotodinamica (Figura 15b) e, na figura 15c, as técnicas

combinadas, que consistiu primeiramente na TFD e, na sequéncia, a ablagdo com o laser

de C02

Figura 15: Imagem dos figados dos animais fotossensibilizados com ALA intravenoso apos
os tratamentos isolados e combinados. Em a, o figado fotossensibilizado foi ablacionado
com laser de CO,, em b, o figado foi tratado com TFD e em c, o figado foi tratado com as
técnicas combinadas (TFD com ALA i.v. + ablacio a laser).

Imagens macroscopicas obtidas dos figados dos animais fotossensibilizados e
ablacionados com o laser de CO, e iluminados com luz UV no equipamento Vel Scope®
foram captadas por camera CCD para ilustracdo dos padrdes observados.

Os figados fotossensibilizados com o ALA tdpico apresentaram uma coloragdo
em tom de vinho devido a presenga da porfirina. Apos a ablagdo a laser, houve uma
degradacdo do fotossensibilizador na regido ablacionada, conferindo um tom

esverdeado ao tecido devido a mudanga na fluorescéncia do tecido causada pela
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degradacdo do fotossensibilizador. No entanto, os cortes transversais realizados no
sentido préximo distal, mostram que a ablagdo foi apenas superficial, ndo promovendo

uma degradagdo do fotossensibilizador ao longo da profundidade do tecido (Figura 16).

Figura 16: Imagens dos figados dos animais fotossensibilizados com ALA tépico e vistas
através do equipamento Vel Scope®. Em a, observa-se o tecido fotossensibilizado, em b, o
tecido fotossensibilizado e ablacionado com o laser, e em c, os cortes transversais do figado
mostrando sua profundidade apés a ablacio a laser.

Apo6s 6 horas e meia da fotossensibilizacdo intravenosa com o ALA, os figados
dos animais iluminados com luz UV apresentaram fluorescéncia vermelha,
evidenciando a forte presenca da porfirina formada. Na regido central, nota-se a
degradacdo do FS pela ablacdo a laser. Os cortes transversais realizados no sentido

proximo distal mostram o perfil superficial da lesdo provocada pelo laser (Figura 17).

Figura 17: Imagens dos figados dos animais fotossensibilizados com ALA i.v. iluminadas
com luz UV no equipamento Vel Scope®. Em a, observa-se o tecido fotossensibilizado, na
em b, o tecido fotossensibilizado e ablacionado com o laser, e em ¢, os cortes transversais
do figado mostrando sua profundidade apds a ablagao a laser.
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No tecido fotossensibilizado com Photogem® e, apdés 30 minutos,
ablacionado com o Laser de CO,, ndo ¢ possivel distinguir visualmente a presenca do
FS. No entanto, observa-se a degradagdo na regido ablacionada com o laser conferindo
um tom erverdeado ao tecido decorrente da perda da fluorescéncia da porfirina

provocada pela degradacao do FS (figura 18).

Figura 18: Imagens vistas no Vel scope do figado de um animal fotossensiblizado com
Photogem® (figura 18a), figado fotossensiblizado com Photogem® e ablacionado com laser
de CO, (figura 18b) e cortes transversais do figado fotossensiblizado com Photogem®
ablacionado com laser de CO, (figura 18c).

A figura 19 mostra o grafico com as médias de profundidade de necrose para o
grupo laser de CO, resultante do tratamento com as técnicas combinadas e isoladas para

os diferentes tipos de fotossensibilizagao utilizados.
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Figura 19: Grafico com as médias de profundidade de necrose obtidas para cada subgrupo
tratado com as técnicas de ablacdo com o laser de CO,, TFD ou ambas associadas.

No subgrupo 1, a profundidade de necrose corresponde exclusivamente ao dano
térmico provocado pela ablagdo com o laser de CO,. Quando o tecido foi
fotossensibilizado previamente a ablagdo com o laser, houve um aumento da
profundidade de necrose (subgrupos 2A, 2B e 2C).

Para o ALA tdpico, bem como para os outros fotossensibilizadores (ALA
intravenoso e Photogem®) utilizados, uma maior profundidade de necrose foi observada
no tecido hepatico dos animais quando tratados com técnicas combinadas (subgrupos 4,
5 e 6), em relagdo aos procedimentos isolados (subgrupos 1, 2 e 3).

Nos animais fotossensibilizados com o ALA topico notou-se que a profundidade
de necrose obtida para o subgrupo 5A foi semelhante a do subgrupo 4A, porém
significativamente maior quando comparado aos subgrupos 2A, 3A e 6A.

A profundidade da necrose usando ALA intravenoso foi maior para as técnicas
combinadas (subgrupos 4B, 5B e 6B), quando comparado a utilizagdo das técnicas
individualmente (subgrupos 1, 2B e 3B). No entanto, quando a TFD foi realizada antes
da ablacdo de tecidos com o laser de CO, (subgrupo 4B), a extensdo da profundidade de

necrose foi praticamente duplicada.
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No caso em que o fotossensibilizador utilizado foi o Photogem®, a comparagao
entre os subgrupos 3C e 4C mostrou que, ap6s a irradiacdo da TFD no tecido
fotossensibilizado, a ablagdo com laser de CO, adicionou a profundidade de necrose
esperada, observada no subgrupo 1C. A realizagdo do tratamento com TFD antes da
ablagdo a laser de CO; (subgrupos 4C e 6C) mostrou um aumento na profundidade de
necrose. Os subgrupos 5C e 6C, nos quais foi realizada a ablagdo do tecido
fotossensibilizado e a ablagcdo antes da fotossensibilizagdo seguidas pela TFD nao
apresentaram diferenga significativa.

Como observagdo geral, para todos os fotossensibilizadores utilizados, a média
da profundidade de necrose medida foi maior nos subgrupos em que o tecido
fotossensibilizado foi tratado com a TFD previamente a ablagdo com laser de CO,
(subgrupos 4A, 4B e 4C).

A figura 20 exibe os valores das porcentagens de flutuagao para os subgrupos do

grupo laser de CO,.
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Figura 20: Grafico com os valores de porcentagem de flutuacio da necrose.

A porcentagem de flutuagdo da profundidade de necrose para o ALA topico, ndo
se mostrou expressiva, com valores abaixo de 25%. Comparando os subgrupos
estudados fotossensibilizados com o ALA topico, ndo se observou grande diferenga.

No caso do ALA intravenoso, a irregularidade da necrose foi a menor observada
com valores inferiores a 20%. A flutuacdo da necrose apresentou-se relativamente
superior nos subgrupos fotossensibilizados e tratados exclusivamente com TFD ou laser
de CO, em comparagao aos demais subgrupos.

Para o Photogem®, observou-se um aumento da flutuagio da necrose quando a
ablagdo foi realizada no tecido fotossensibilizado em comparagdo com a ablagdo no
tecido sem a presenca de droga. Além disso, a flutuagdo da necrose foi mais elevada nos
subgrupos ablacionados com laser de CO, como procedimento prévio a TFD, sendo que
o subgrupo 6C, no qual o laser de CO; foi realizado apds a fotossensibilizagdo do tecido
pelo Photogem® e anteriomente a TFD foi o que apresentou uma flutuagio da necrose

significativamente maior em relagdo aos demais subgrupos estudados.
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Um estudo histolégico mostrou que as alteragdes para todos os animais dos
diferentes subgrupos experimentais foram acompanhados por certas caracteristicas
histologicas com variagdes de leve inflamacdo e edema com necrose extensa e
hemorragia grave. Basicamente, as lesdes observadas foram: edema, extravasamento
microvascular causando reacdo inflamatéria aguda, destrui¢do do parénquima hepatico e
destrui¢do dos vasos sanguineos com hemorragia intersticial subsequente.

A Tabela 5 apresenta uma classificagdo histopatologica qualitativa indicando
leve (1), moderada (2) e grave (3) as alteracdes predominantes em cada subgrupo

experimental apos ter avaliado as principais lesdes observadas nos cortes histologicos.

Tabela 5: Classificacdo dos seguintes tipos de lesdes histologicas observadas nos subgrupos
estudados.

Ti Leso
Grupos Experimentais Ipos de Lesoes

Np H Ed Ef I Total

1 2 2 3 1 2 10
2A 1 1 2 1 1 6
3A 2 2 2 1 2 9
4A 3 2 2 1 2 9
5A 3 2 3 1 2 11
6A 3 2 3 2 2 12
2B 2 2 2 1 2 9
3B 3 2 2 2 2 11
4B 3 2 2 2 2 11
5B 3 2 3 2 2 12
6B 3 3 1 1 3 11
2C 2 1 1 2 1 7
3C 2 2 2 1 2 9
4C 3 1 2 2 1 9
5C 2 2 1 1 2 8
6C 3 1 3 3 2 12

*: necrose parenquimatosa (np), hemorragia(h), edema difuso (ed), edema focal (ef) e
infiltrado neutrofilico (I).
Os subgrupos 1, 2 e 3 foram considerados subgrupos controle, pois representam

os padrdes histologicos de comparagdo entre os efeitos dos tratamentos isolados e as
técnicas combinadas. Os subgrupos 3, 4 e 5 mostram uma combinagdo das alteragdes

histologicas observadas nos subgrupos controle.
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De acordo com a classificacdo histopatologica apresentada na tabela 5, os
subgrupos que, de modo geral apresentaram maior gravidade para as lesoes analisadas
foram os subgrupos 6A, 5B e 6C, destacados em vermelho. No entanto, as lesdes
observadas nos subgrupos 6A e 5B variaram entre moderadas e graves, enquanto que o
subgrupo 6C apresentou predominio de lesdes graves, porém hemorragia leve.

A andlise de cada fotossensibilizador para todos os subgrupos tratados
utilizando técnicas combinadas permitiu observar alteracdes histopatologicas mais
pronunciadas e extensas do que nos grupos tratados com as técnicas isoladas.

O subgrupo 1, que foi somente ablacionado com o laser, apresentou lesdes na
margem do tecido hepatico seguida de uma extensa area de necrose parenquimatosa
com perda focal da basofilia nas células necroticas e nicleos picndticos (com intensa
condensa¢do da cromatina), algumas vezes associada com edema intersticial. Focos da
congestdo intersticial, infiltrados inflamatdrios e hemorragia foram observados na area

necrosada do tecido (Figura 21).

Figura 21: Fotomicrografia da visao geral do parénquima hepatico mostrando a direita
margem com lesdo necrética e edema, contendo ilhas de hemorragia intersticial (*) e dois
grandes focos inflamatérios (I). Tecido contendo hepatécitos normais (H) abaixo e a
esquerda em transicio com tecido lesado. Vénula hepatica (VH). HE, 100x.
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Quando os animais foram fotossensibilizados antes da ablagdo com o laser de
CO; (subgrupos 2A, 2B e 2C), observou-se uma necrose mais homogénea, com focos

hemorréagicos nas areas intersticiais e focos de edema na margem do tecido, seguidas de

uma necrose leve continuada por tecido normal (Figura 22).

Figura 22: Fotomicrografia mostrando necrose branda (*) e necrose associada a edema
intersticial (E) na margem do tecido no subgrupo 2A. Tecido normal (H) e vénula hepatica
(V). HE, 100x.
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Os animais tratados apenas com TFD (subgrupos 3A, 3B e 3C) apresentaram
uma area necrdtica com presenca de infiltrado inflamatério e focos inflamatdrios, bem

como hemorragia intersticial. Ilhas de tecido normal foram observadas na area necrotica

e em torno do espago porta para alguns animais (Figura 23).

Figura 23: Fotomicrografia de um animal do subgrupo 3A com infiltrado inflamatério (I)
na margem do tecido e mais profundamente edema intersticial envolvendo duas ilhas de
tecido hepatico normal (IH) apresentando focos de hemorragia na sua margem (*). Espaco
porta (P) e hepatdcitos normais (H). HE, 100x.
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Os subgrupos 4A, 4B e 4C, em que a TFD foi realizada antes da ablagdo com o
laser de CO,, apresentaram uma extensa necrose com edemas intersticiais graves

difusos e focais na margem do tecido, além de estase vascular com presenca de

neutrofilos e leucocitos no limen dos vasos (Figura 24).

Figura 24: Fotomicrografia das lesées observadas no subgrupo 4B. Area de necrose
associada a focos inflamatorios (I) e a edema intersticial ao redor de vénula hepatica
(regidio superior direita). A esquerda, margem com extensa irea de edema e de infiltrado
inflamatoério (*). HE, 100x.
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Nos subgrupos em que a ablagdo a laser de CO, foi seguida pela
fotossensibilizagdo e TFD (subgrupos 5A, 5B e 5C) apresentaram uma vasta regido de

necrose associada com edemas intersticiais difusos e focais que se estendem

profundamente no figado até a margem do tecido normal (figura 25).

Figura 25: Fotomicrografia do tecido hepatico no subgrupo 5A com a presen¢a de um
extenso edema na margem do tecido (E) e infiltrados inflamatérios (I) em meio a area de
necrose e edema intersticial. HE, 100x.
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Quando a ablagdo por laser de CO, foi realizada apds a fotossensibilizagdo e
antes da TFD (subgrupos 6A, 6B e 6C), a analise histopatoldgica mostrou focos de
hemorragia e inflamac¢do em uma extensa area de necrose com grave edema intersticial
focal na margem do tecido normal. E importante notar a presenga de necrose e infiltrado
inflamatorio ao redor das vénulas hepdticas (centrolobular) e espago porta,

predominantemente no grupo 6B (Figura 26).

Figura 26: Fotomicrografia de um animal do subgrupo 6B mostrando area de necrose
associada a extenso edema intersticial difuso (E) e focos hemorragicos (*) na area de
necrose. Tecido normal (H) e vénula hepatica (V). HE, 50x.

Além disso, os subgrupos 6A, 6B e 6C apresentaram necroses mais intensas com
alteragdes histopatologicas mais evidentes. Por outro lado, se compararmos as trés
condi¢des de tratamento com as técnicas combinadas, menores alteracdes histologicas

foram observadas nos subgrupos 4A, 4B e 4C.
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4.1.2 Laser de Diodo

A realizacdo da ablacdo do tecido hepatico com o laser de Diodo de alta poténcia
no comprimento de onda de 810 nm apresentou adversidades. Durante a varredura do
figado dos animais observou-se lesdes de diferentes intensidades, como mostra a figura
27. Com exce¢do do subgrupo em que foi realizada primeiro a fotossensibiliza¢do do
animal, seguida da TFD e por ultimo o laser de Diodo, em que a lesdo foi mais
homogénea, nos demais grupos, o dano apresentado foi similar ao observado no

subgrupo 1, somente ablacionado com o laser.

Figura 27: Imagens dos figados dos ratos ablacionados com o laser de Diodo. Na figura
27a, nota-se um dano com gradacoes, sendo mais intenso na regido superior, com presenca
de carbonizacio, e menos intenso mais inferiormente. . Na figura 27b, tem-se o figado de
um animal apés o tratamento com a TFD, seguido da irradiacdo com o laser de Diodo.
Nota-se uma necrose mais homogénea, sem evidéncia de carbonizacio.

A andlise morfométrica da profundidade de necrose realizada nas laminas
histologicas gerou o grafico apresentando na figura 28. Nele encontram-se os valores
médios das profundidades de necrose obtidas para o grupo laser de Diodo.

E possivel observar para os tratamentos com as técnicas isoladas que, quando o
tecido foi previamente fotossensibilizado, a necrose provocada pelo laser de Diodo foi
relativamente mais profunda do que a necrose causada somente pela agao do laser em

tecido hepatico sem a presenca de fotossensibilizador. Além disso, que os valores

obtidos para o subgrupo 1 foram superiores aos encontrados para o subgrupo 3A e 3C.
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Outros dados relevantes presentes na figura 28 estdo relacionados aos
tratamentos com as técnicas combinadas. De modo geral, as técnicas combinadas
mostraram melhor desempenho em relacdo as técnicas isoladas para todos os
fotossensibilizadores testados. Comparando as técnicas combinadas, notamos que tanto
para o ALA 1i.v. quanto para o Photogem®, os subgrupos 4 e 5 apresentaram melhores
resultados que o subgrupo 6, com uma tendéncia a superioridade para o subgrupo 5, no
qual o laser foi realizado antes da TFD. No entanto, o padrdo apresentado para o ALA
topico foi um pouco diferente. O subgrupo que apresentou as maiores profundidades de
necrose foi o subgrupo 6A, no qual o FS foi aplicado antes da irradiagdo com o laser de
Diodo e, em seguida, foi realizada a TFD. Ja os subgrupos 4A e 5A nao mostraram uma

diferenga significante entre os valores de profundidade de necrose obtidos.

Profundidade de Necrose (mm)

1 2A3A4A5A6A 2B3B4B5B6B 2C3C4C5C6C

Grupos Experimentais

Figura 28: Valores médios das profundidades de necrose obtidas para cada subgrupo do
grupo laser de Diodo.

As mesmas laminas histoldgicas utilizadas na analise morfométrica da necrose

foram utilizadas para realizagdo de uma classificacdo histopatologica das lesdes
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observadas. A tabela 6 mostra uma classificacdo qualitativa das lesdes histoldgicas

observadas nos subgrupos do grupo laser de Diodo.

Tabela 6: Classificacdo dos tipos de lesdes observadas nos subgrupos do grupo laser de
Diodo.

Ti Leso
Grupos Experimentais Ipos de Lesoes

Np H Ed Ef I Total

1 2 1 2 1 1 7
2A 2 1 2 1 1 7
3A 2 2 2 1 2 9
4A 3 3 3 2 2 13
S5A 3 2 2 1 2 10
6A 3 1 2 2 2 10
2B 3 2 1 1 2 9
3B 3 2 2 2 2 11
4B 3 2 2 2 3 12
5B 3 2 3 2 2 12
6B 3 2 3 2 3 13
2C 2 2 1 1 2 8
3C 2 2 2 1 2 9
4C 3 3 2 2 2 12
5C 3 1 3 2 2 11
6C 3 1 3 2 2 11

* necrose parenquimatosa (np), hemorragia(h), edema difuso (ed), edema focal (ef) e
infiltrado neutrofilico (l)
** leve (1), moderada (2) e grave (3)

Segundo a classificagdo histopatologica apresentada na tabela 6, os subgrupos
tratados com as técnicas combinadas mostraram danos mais intensos do que os grupos
tratados com as técnicas isoladas. Além disso, quando se observa cada
fotossensibilizador, os subgrupos que mostraram maior gravidade para as lesdes
analisadas foram o 4A, 6B e 4C, destacados em vermelho, sendo que nos subgrupos 4A
e 4C predominaram lesdes graves.

O estudo histologico realizado nas mesmas laminas utilizadas para andlise
morfométrica da necrose mostrou extensas areas de necrose parenquimatosa em todos
os subgrupos estudados. Também foram constatadas nas regides de lesdes, vazamento
microvascular causando edema; reagdo inflamatoria aguda; destruicdo do parénquima
hepatico e destruicdo dos vasos sanguineos com extravasamento hemorrdgico no

intersticio. Esses acometimentos podem ser vistos nas figuras a seguir (Figuras 29-33).
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O subgrupo tratado somente com o laser de Diodo apresentou extensa area de
necrose composta por células necrdticas com perda de basofilia e ntcleos picnéticos,
além de infiltrado inflamatério na margem do tecido e hemorragia na superficie e mais
profundamente. Observa-se, também, uma regido com grandes vactiolos proximos a

regido superficial do tecido representando o dano térmico ocorrido.

Figura 29: Fotomicrografia da margem da necrose do subgrupo 1. Acima e a esquerda
tém-se grandes vacuolos resultantes do dano térmico (¢). Na superficie e mais
profundamente estio as regioes hemorragicas (*). HE, 50x.
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Nos animais fotossensibilizados e ablacionados com o laser de Diodo, de modo geral,
pode-se visualizar algumas alteracdes na borda do tecido hepatico, tais como focos
inflamatorios e infiltrado inflamatdério em meio ao tecido necrotico, além de hemorragia

intersticial tanto na area necrdtica quanto na margem entre necrose e tecido hepatico

normal.

Figura 30: Fotomicrografia da margem da lesdo no subgrupo 2B com focos de infiltrado
neutrofilico (I), edemas focais (E) e area de hemorragia (*), seguida pelo tecido hepatico
normal (H). HE, 50x.

64



Dentre os subgrupos tratados com TFD antes do procedimento ablativo, o que
mostrou uma necrose com maior gravidade foi o 4A. Na analise histologica, observou-
se intenso processo inflamatorio, com extensa area de necrose e varios focos de

hemorragia e de focos infiltrado neutrofilico, e edema intersticial difuso.

Figura 31: Fotomicrografia do subgrupo 4A. Na figura, observa-se a area necrosada com
presenca de focos hemorragicos (*), de infiltrado neutrofilico (I) e regidoes com edema
(E).HE, 50x.
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Os animais fotossensibilizados, e ablacionadas antes da TFD apresentaram uma
necrose extensa com lesdes que evidenciam um processo inflamatério intenso, com

edema intersticial difuso, extravasamento de hemacias e hemorragia intersticial, e

presenca de infiltrados neutrofilicos.

Figura 32: Fotomicrografia da necrose observada no subgrupo 5B. Nota-se na regiao de
necrose edema intersticial difuso (E), regioes de hemorragia (*) e infiltrado neutrofilico
(I), HE, 50x.
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A maioria dos animais dos subgrupos que passaram pelo procedimento de
ablacdo antes da TFD apresentou uma necrose parenquimatosa bastante extensa. No
entanto, a gravidade das lesdes variou um pouco. Na figura 33 observa-se a margem do

parénquima necrosado do subgrupo 6C, com intenso edema difuso e focos de infiltrado

neutrofilico.

Figura 33: Fotomicrografia do parénquima hepatico no subgrupo 6C com focos
inflamatorios (I) em meio a extensa area de necrose (N) e edema intersticial (E). HE, 50x.
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4.3 DISCUSSAO

Primeiramente, ¢ importante ressaltar que o presente estudo ndo teve por
objetivo realizar um estudo comparativo do uso de diferentes drogas, uma vez que cada
fotossensibilizador tem caracteristicas especificas. Além disso, foram utilizados em
diferentes concentragdes, variados DLI e vias de administragdo distintas.

Enquanto que o ALA foi administrado topicamente a 16%, com um DLI de 2
horas e 45 minutos, e intravenosamente na concentragdao de 200mg/kg com um DLI de 6
horas e meia, o Photogem® foi administrado também intravenosamente, mas na
concentracdo de 1,5mg/Kg e com um DLI de 30 minutos.

Portanto, foram comparadas as médias de profundidade de necrose obtidass
somente dentre os subgrupos tratados com as diferentes técnicas isoladas e combinadas
para cada FS utilizado, a fim de se propor um protocolo de tratamento para tumores

volumosos.

4.3.1 Laser de CO:

As imagens macroscopicas com ilumina¢do UV mostram uma degradagdo do FS
provocada pelo laser de CO, que pode ser considerada meramente superficial. Nenhum
dano grave profundo pdde ser observado para qualquer uma das drogas estudadas.
Portanto, a ablagdo provocada pelo laser ndo alterou a integridade do FS na
profundidade do tecido, permitindo que esse se mantivesse presente durante os demais
procedimentos.

O aumento observado nas profundidades de necrose no figado, que tinham sido
fotossensibilizados apos ablacdo por laser de CO, pode ser devido ao efeito dos FSs no
escuro. Este acréscimo ¢ menos pronunciado para o ALA topico, o que pode estar
relacionado as diferentes vias de administracao e concentragdes das substancias.

Ao comparar os subgrupos 5A e 6A, notou-se um aumento da profundidade de
necrose no subgrupo 5A, o que pode ser o resultado da facilitacdo da penetra¢do da
droga no tecido, causada pela ablacdo de laser de CO,, uma vez que o FS foi
administrado apo6s o procedimento de ablagdo. Este achado estd de acordo com estudos
reportados na literatura que tém mostrado que a ablacdo com laser de CO, pode facilitar

a entrega da droga no tecido, aumentando a sua penetragdo [116-117].
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Para ambos, ALA intravenoso e tdpico, os resultados sugerem que o aumento
consideravel na profundidade de necrose, resultante das técnicas combinadas em
comparagdo com o tratamento com técnicas isoladas, pode ser uma consequéncia da
acdo sinérgica entre dano térmico, promovido pelo laser de CO, e resposta
fotodinamica, resultante do tratamento com a TFD.

Estes resultados indicam possibilidade de fotossensibilizagdo do tecido e
realizacdo da ablagdo a laser seguida pela TFD sem comprometer o desempenho global.
Vale observar que, mesmo com a alteragao da superficie do tecido pela ablagdo, a
penetracao da luz parece nao ter sido seriamente comprometida.

O comportamento do Photogem® no organismo apés a sua administracio pode
explicar a pequena diferenga na profundidade de necrose para os tratamentos realizados
no figado. Apos 30 minutos de administracdo, quando o figado foi irradiado, a maior
concentragdo do FS encontrava-se, provavelmente, nos vasos sanguineos. Se o intervalo
entre a administracdo da droga e a iluminagdo fosse maior, poderia ter havido uma
melhor distribuicdo do fotossensibilizador nos hepatocitos, e consequentemente, o
Photogem” resultaria em uma necrose mais profunda.

O laser de CO; emite radiacdo no comprimento de onda de 10,6 um. Nessa
regido do espectro ocorre intensa absorc¢ao pelos tecidos bioldgicos que convertem a luz
infravermelha em calor localizado [118]. A energia térmica pode agir localmente ou na
regido circundante.

A profundidade da necrose normalmente resulta da atenuagao da luz enquanto
penetra no tecido e a existéncia de uma dose limiar [38]. Em nosso estudo, o
desempenho do tratamento com TFD isolada (subgrupos 3A, 3B e 3C) sdo basicamente
os resultados da necrose resultante apenas da penetracdo de luz. No subgrupo 3B a
maior concentracdo da droga administrada pode ter levado a uma produ¢do de PpIX
mais eficiente e, com isso, este FS deve ter alcancado maior profundidade no tecido o
que, associado a irradiacdo luminosa do local em dose adequada, resultou em necrose
mais profunda.

Quando o tratamento com TFD ¢ combinado com o laser de CO,, o dano celular
¢ potencializado pelo efeito térmico, aumentando a profundidade de necrose. No caso
das técnicas associadas, a ordem de tratamento teve influencia nos resultados
apresentados. A TFD seguida pela ablagdo por laser de CO; produziu um efeito maior
em comparacdo com os grupos em que TFD foi realizada apo6s a ablagdo por laser de

CO,. Acredita-se que os danos causados na superficie do tecido apds a ablagdo de laser
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de CO, promoveu alteragdes nas propriedades do tecido, o que dificultou a penetracdo
da luz e, consequentemente, reduziu o efeito esperado da TFD. Uma forma de diminuir
este dano causado sobre a superficie do tecido ap6s a ablacdao pode ser a utilizagdo de
um laser em regime de femtossegundos, j& que neste regime ¢ possivel obter-se uma
ablagdo mais precisa com um minimo dano térmico [119]. Consequentemente, os
fatores que dificultam a penetracdo da luz poderiam ser amenizados.

Além disso, o tecido saudavel foi alterado pela aplicagdo da TFD,
desencadeando um processo inflamatério com extravasamento vascular, o que agira
como "pontos focais" foto-absorventes para o proximo passo, a ablacao a laser. Assim,
o laser de alta poténcia interage com esses componentes absorventes, vaporizando-os ¢
provocando um dano térmico mais pronunciado. Este efeito ser pode transmitido para as
regides circundantes.

Os efeitos no local da aplicagdo podem ser do tipo fisico-mecanicos, em que
niveis elevados de energia levam a rapida vaporizagao da agua contida nas células como
“pequenas explosdes” com extravasamento do contetdo sélido [120-123], ou fisico-
quimico, no qual ocorre desnaturacao de proteinas podendo resultar em carbonizagdo do
tecido [120]. Esse efeito foi descrito em vérios tecidos como figado, bago, pele,
musculo-esquelético, tecido adiposo e lobo da orelha [121-123].

Os efeitos ao redor da area irradiada s3o causados pela transmissdao de calor e
propagacao do dano térmico as células vizinhas, estendendo-se a necrose a essa regido
[120]. Alguns investigadores encontraram que uma hipertermia suave (40-42°C) pode
agir complementarmente ou sinergicamente com a TFD [124-125]. Esses achados
corroboram com nossa hipotese.

De modo geral, os valores de profundidade de necrose foram maiores para os
grupos em que o tecido fotossensibilizado foi submetido a TFD previamente ao
procedimento ablativo.

A agdo do laser de CO, provoca alteragoes teciduais estruturais, que podem
dificultar a penetragdo e a absor¢do, tanto da radiacdo quanto do FS, durante a TFD.
Consequentemente, a resposta fotodindmica do tecido pode ser prejudicada e a
profundidade de necrose reduzida.

No caso do ALA, ¢ importante lembrar que a dinamica de produgdo da
protoporfirina IX pode ser alterada em funcdo da resposta inflamatdria provocada pelo

laser de CO,. Segundo estudos reportado na literatura [126,127], a atividade da via
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enzimatica de biossintese do heme celular modifica-se em caso de doencas hereditarias
(porfirias), processo inflamatorio, condigdes patologicas e estresse psicologico.

Outro fator que influencia fortemente no resultado final do tratamento com TFD
¢ a concentracdo de oxigénio molecular. O oxigénio € necessario nas reacgoes
fotodinamicas. A eficiéncia da TFD ¢ diminui para metade quando a concentragao de O,
no tecido oxigenado ¢ reduzido [128]. Durante a TFD a concentragdo de O; no tecido ¢
reduzida de duas formas: através de danos do sistema vascular e através do consumo de
O, nas reagdes oxidativas locais. Assim, a perfusdo sanguinea ¢ um dos principais
determinantes para limitagdo da TFD [56].

Os efeitos térmicos causados pelo laser de alta poténcia resultam em
consideravel destrui¢ao celular e vascular do tecido, o que pode ocasionar a redugdo na
concentragdo de O; no local e areas circunvizinhas, prejudicando a resposta da TFD.

A andlise histolégica revelou mudancas que sdo caracteristicas de danos
térmicos. De acordo com Mariuzzo [118], a homogeneizacdo e intensificagdo da
eosinofilia do citoplasma e a presenca de grandes vactolos citoplasmaticos pode ser
uma indica¢do de necrose térmica.

Ilhas de tecido normal foram observadas na area necrética e em torno do espago

porta em alguns animais. Isto também foi observado em outros estudos [38, 115].
4.3.2 Laser de Diodo

Os resultados obtidos mostraram que a ablagcdo com laser de Diodo ndo ocorreu
de forma homogénea. Varios fatores podem ter colaborado para tal irregularidade no
dano tecidual, tais como a presencga de vasos sanguineos, a diferengas de espessura no
lobo do figado e a propria respiracdo do animal, que faz com que a proximidade do
feixe de luz ao tecido altere durante a irradiacao.

Ademais, houve carbonizagdo do tecido em alguns casos. Sabe-se que a ablacao
ou vaporizagdo ocorrem a uma temperatura aproximada de 100° C e que para ocorrer
carbonizagdo é necessario que o tecido atinja uma temperatura superior a 150°C. Esse
aumento exacerbado na temperatura do tecido biologico pode promover a desnaturagdo
de proteinas, € a consequente necrose tecidual [129].

No entanto, a literatura mostra que o laser de Diodo de 830nm e 940nm em
modo continuo provoca carbonizacdo severa em tecido muscular de peru com pouca

desnaturacdo/coagulacdo protéica na profundidade do tecido [130].
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O gréfico referente as médias de profundidade de necrose (figura 28) mostrou
que o laser de Diodo utilizado como técnica isolada resultou em uma necrose com
profundidade aproximada de 1,5mm.

Além disso, o valor superior de profundidade de necrose média encontrado para
o subgrupo 1 em relacdo aos grupos 3A e 3C mostra que a ablacdo com o laser de
Diodo provoca uma necrose mais profunda do que a TFD isoladamente é capaz de
ocasionar.

A ablacdo pelo laser age promovendo uma oclusdo ndo-trombotica nos vasos,
pelo emprego de energia (aquecimento). O endotélio ¢ destruido e o vaso se contrai
[104]. No entanto, essa destruicdo pode ocorrer em regides que ndo foram diretamente
expostas a radiagdo. Isso ocorre devido ao transporte do calor gerado no tecido irradiado
para as regides vizinhas e depende das propriedades térmicas do tecido, especialmente a
condutividade térmica [76].

No caso do tecido hepatico, sua composi¢do pode favorecer a condutividade do
calor gerado, devido presenca de substancias condutoras de calor, como os cromo6foros
ou fotoaceptores, por exemplo, a hemoglobina.

Dentre os subgrupos estudados, as maiores médias de profundidade de necrose
foram observadas nos subgrupos tratados com as técnicas combinadas. Tal desempenho
ocorreu, possivelmente, devido a combinag@o das necroses provocadas pela TFD e pelo
laser de Diodo.

De acordo com a mesma figura 28, as maiores profundidades de necrose foram
obtidas para 0 ALA i.v. e para o Photogem® quando a ablagéo a laser foi realizada como
procedimento prévio a TFD. Isso significa que a carbonizagdo ocorrida no tecido nao foi
prejudicial em termos de profundidade de necrose, mas atuou como coadjuvante no
processo de necrose tecidual, colaborando para obtengao de um melhor resultado.

Nos subgrupos fotossensibilizados com o ALA tdépico, o resultado apresentado
sugere ter havido alguma influéncia da via de administragcdo do fotossensibilizador, pois
diferentemente dos subgrupos fotossensibilizados por via intravenosa, na administragdo
topica, o subgrupo 6A destacou-se. Neste caso, a ablacdo a laser foi mais eficaz no
tecido previamente fotossensibilizado.

E importante ressaltar que a profundidade maxima de necrose atingida nos
subgrupos tratados foi de aproximadamente 3,8mm. Como o laser de Diodo tem
penetragao de até¢ 3mm sem perda de poténcia [131-132], a profundidade alcangada

neste caso mostra que a combinagdo das técnicas apresentou um efeito sinérgico.
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4.3.3 Comparacao entre grupos laser de CO: e laser de Diodo

A ablacdo causada pelo laser de CO, exibiu um perfil diferente da ablacdo com
o laser de Diodo. No primeiro caso, notou-se a forma¢do de uma crosta homogénea
superficial de tecido ablacionado morto. J& no segundo caso, o tecido apresentou
alteragdes heterogéneas, que variaram de um dano térmico menos pronunciado a
carbonizacdo. Provavelmente, o laser de CO, ¢ menos suscetivel a variagdes na
distancia entre a ponteira do laser e o tecido do que o laser de Diodo.

Comparando os resultados de profundidade de necrose apresentados para o
grupo laser de CO, com os obtidos para o grupo laser de Diodo, observa-se que, apesar
de ter sido utilizada a mesma poténcia média em ambos os lasers testados, a necrose
provocada pelo laser de Diodo foi mais profunda que a necrose provocada pelo laser de
CO,, com excecao dos subgrupos 4A, 5A e 4B.

Tal fato pode ser explicado pelo coeficiente de absor¢do da dgua, que ¢ um dos
principais constituintes dos tecidos bioldgicos, em 10600nm ser muito maior do que em
800nm (tabela 7). Isso implica numa maior profundidade de penetragdo para o laser de

diodo em 810 nm do que para o laser de COs,.

Tabela 7: Coeficiente de absorciao a e comprimento de absor¢ao L. da 4gua em diferentes
comprimentos de onda [119].

Comprimento de onda Tipo de laser o (cm-1) L (cm)
(nm)

193 ArF 0.1 10
248 KrF 0.018 55
308 XeCl 0,0058 170
351 XeF 0.0023 430
514 fon Argonio 0.00029 3400
633 He-Ne 0.0029 340
694 Rubi 0.0056 180
800 Diodo 0.020 50
1053 Nd:YFL 0.57 1.7
1064 Nd:YAG 0.61 1.6
2120 Ho:YAG 36 0.028
2940 Er:YAG 12000 0.00008
10600 CO2 860 0.001
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4.4 CONCLUSOES

A andlise da eficacia do tratamento realizado neste estudo baseou-se
fundamentalmente na profundidade de necrose mensurada nas laminas histolégicas. Foi
demonstrado que, para todos os tipos de fotossensibilizadores testados, o tratamento
com a TFD ¢ consideravelmente melhorado quando combinado com ablagdo usando um
laser de CO, ou um laser de Diodo de 810nm, independentemente da ordem de
realizagdo. Especialmente no caso em que a TFD foi realizada antes da ablagdo usando
o laser de CO,, o tratamento resultou em um aumento significativo na profundidade
final da necrose. J& para o laser de Diodo, o tratamento mais eficaz foi notado quando o
laser foi seguido pela fotossensibilizagdo com ALA i.v ou Photogem® e¢ TFD, bem
como para aplicagao do ALA topico com posterior ablacao a laser e TFD. Portanto, para
o tratamento de tumores mais profundos, sugere-se a utilizacdo da TFD combinada com
a ablagdo a laser, no caso do laser de CO, e, se utilizado o laser de Diodo, a TFD deve
ser seguida da ablacdo a laser.

Além disso, para o ALA topico, a ablagdo com laser de CO, pode melhorar a
penetracdo da droga no tecido, sendo potencialmente aplicavel n o tratamento do cancer
de pele.

Ademais, a combina¢do de ablacdo com um laser de CO, ou laser de Diodo,
seguido ou precedido por TFD ndo compromete o resultado final do tratamento. Pelo
contrario, a incidéncia tanto do laser de CO, quanto do laser de Diodo no tecido
fotossensibilizado potencializa a destrui¢do por meio de um efeito sinérgico causado

pela combinacao de calor e luz.
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5. TFD COM LUZITIN®

5.1 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 16 ratos Wistar machos com aproximadamente 350g,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra,
Portugal.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos descritos a seguir

(Tabela 8):

Tabela 8: Descricio dos grupos experimentais

Grupos Quantidade de Intensidade
Experimentais Fotossensibilizador
Grupo Controle 2,0mg/Kg
Grupo Tratado 1 2,0mg/Kg 100J/cm?
Grupo Tratado 2 2,0mg/Kg 70)/cm’
Grupo Tratado 3 2,6mg/Kg 70)/cm®

Os animais foram submetidos a um periodo de jejum de doze horas, tendo
acesso livre a dagua. Posteriormente, foram pesados e anestesiados por injecdo
intramuscular com solugdo estéril de cloridrato de ketamina a 5% (Imalgene 1 000® -
Merial), na dose de 0,08 ml/100g de massa corporal, associado ao relaxante muscular,
analgésico e sedativo de xilasina a 2% (Rompun® - Bayer) na dose de 0,04 ml/ 100g. A
regido abdominal do animal foi tricotomizada para reduzir possiveis efeitos de
espalhamento da luz, bem como para permitir a irradiagdo mais precisa do local de
interesse.

O fotossensibilizador foi dissolvido na quantidade de 3:1:1 em propileno-
glicol:etanol:PBS, e em seguida administrado na veia caudal dos animais na
concentragdo de 2mg/Kg ou 2,6mg/Kg.

O intervalo de tempo entre a administragdo da droga e a irradiagdo do tecido

hepatico foi de 12 horas, determinado com base nos estudos de biodistribui¢ao [64].
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Para o tratamento com a TFD foi utilizado como fonte de luz um laser de Diodo
modelo model TEC 500, powered by PilotPC 500 Laser Controller (Sacher
Lasertechnik, Marburg, Gerhjmany) com comprimento de onda de 748nm, fluéncia de
100 J/em? ou 70 J/em?, potencia média de 70 mW/cm® e tempo de 22 minutos e 13
segundo e 16 minutos e 40 segundos, respectivamentes. A iluminacdo foi realizada
externamente na regido abdominal direita, logo abaixo da ultima costela.

Uma mascara de papel cartonado com um orificio de 1cm x lem foi utilizada

para delimitar a area a ser irradiada (Figura 34).

Figura 34: Imagem mostrando animal no momento da irradiacdo com o laser de Diodo. A
fonte de luz foi mantida fixa e o mais perpendicular possivel a regido abdominal.

Apds 30 horas da realizagdo da TFD, os animais foram eutanasiados por
overdose de anestésico. O figado foi removido e pesado. Cada lobo foi cortado em fatias
de aproximadamente 1 mm, no sentido antero-posterior para permitir analise da
profundidade. As fatias do tecido foram colocadas em frascos plasticos contendo
solugio de formaldeido 40% (Formol — Merck®™), misturado a uma solucdo de
monofosfato de sddio hidratado (NaH,PO4H,O - Merck®) e difosfato de sddio hidratado
(Na,H(PO4),H,0 - Merck™) diluidos em agua destilada, durante 24 horas para fixacao
do material, a fim de se iniciar o processo de preparo das laminas histologicas. Os

fragmentos foram entdo, incluidos em parafina e cortados com o microtomo em
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espessura de 4 um. O processo de coloracdo foi realizado pela metodologia padrao com
hematoxilina-eosina (HE).

As laminas foram fotomicrografadas e analisadas com o auxilio do equipamento
CoolScope” (Nikon®) .

A morfometria da necrose foi realizada através de medidas entre a distancia da
superficie necrosada e o tecido normal adjacente. A profundidade de necrose média
atingida para cada grupo tratado foi determinada. Para cada animal foram obtidos quatro
a cinco cortes da regido aparentemente necrosada e, em cada corte, realizadas trés

medidas para, entdo, ser calculada a média.
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Analise Macroscopica da Necrose

A andlise macroscopica foi realizada através da observagdo dos aspectos
aparentes do figado.

O grupo controle ndo apresentou nenhuma alteracdo morfologica visivel, como
coloragdo, tamanho e peso, em nenhum dos lobos do figado (Figura 35a).

Observou-se a presenga de necrose na area irradiada no figado nos grupos
tratado 1, tratado 2 e tratado 3. As alteracdes foram mais evidentes € mais extensas no

grupo tratado 2 (Figura 35 b e ¢, respectivamente).

Figura 35: Imagem dos figados com necrose 30 horas apods tratamento com TFD. Em a,
observa-se um figado do grupo Tratado 1, em b, do grupo Tratado 2, e em ¢, do grupo
Tratado 3.

De modo geral, a regido de necrose apresentou coloracdo esbranquicada
predominantemente no lobo direito na por¢ao médio-distal. No grupo tratado 1 a area
necrosada foi de aproximadamente 1 cm” e atingiu mais de um lobo. Ja no grupo tratado
2, houve a presenga, com uma area significativamente inferior ao grupo tratado 1. No

grupo tratado 3, a necrose foi evidente, porém com pequena extensao.
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5.2.2 Morfometria da Necrose

A andlise do grafico com os valores médios das profundidades de necrose
obtidas mostrou que o grupo tratado 1, que recebeu irradiacdo laser com intensidade de
100 W/ cm? foi o que apresentou melhor desempenho, seguido pelos grupos tratado 3 e

grupo tratado 2 (figura 36).

Profundidade de Necrose (mm)

Controle Tratado 1 Tratado 2 Tratado 3
Grupos Experimentais

Figura 36: Grifico com as médias de profundidade de necrose obtidas para os grupos
tratados 1,2 e 3.

5.2.3 Histopatologia da Necrose

A analise histopatologica foi realizada com a finalidade de comparar a
intensidade da necrose resultante do tratamento nos diferentes grupos estudados.

Com base nos aspectos microscopicos foi realizada uma classificagdo subjetiva
do grau de severidade da necrose observada.

A tabela 9 apresenta a classificagdo histopatologica de cada grupo experimental,

apos avaliagdo das principais lesdes observadas nos animais experimentais.
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Tabela 9: Descricao das lesdes histopatolégicas observadas em cada grupo experimental

Grupos Experimentais Tipos de Lesoes
NP H Ed Ef I Total
Grupo Controle 0 0 0 0 0 0
Grupo Tratado 1 3 3 3 2 3 14
Grupo Tratado 2 2 2 2 1 2 9
Grupo Tratado 3 1 1 2 1 2 7

*ausente - 0, leve - 1, moderada - 2 e grave - 3
*#* NP - necrose parenquimatosa; H - focos de hemorragia intersticial; ed — edema
intersticial difuso; ef - edema intersticial focal e; I - focos inflamatorios

O grupo controle apresentou minimas alteragcdes histologicas na superficie do
tecido, porém nao houve presenga de necrose parenquimatosa, bem como hemorragia,
edema e focos inflamatérios. Todos os vasos mantiveram-se completamente
preservados.

Nos animais dos grupos tratados, foram observadas algumas alteracdes
histologicas caracteristicas, com variagdes desde inflamacdo e edema brandos a necrose
e hemorragia extensas graves. As alteragdes basicas foram: vazamento microvascular
causando edema; reagdo inflamatoria aguda; destrui¢do do parénquima hepatico e
destrui¢do dos vasos sanguineos com subsequente hemorragia intersticial.

Assim, serdo descritas a seguir as principais alteragdes observadas em cada

grupo experimental.
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Grupo Tratado 1

Os animais destes grupos mostraram extensa lesdo por necrose, muitas vezes
associada a edema intersticial bem evidente. Esta area de necrose apresentou focos
hemorragicos e presenga de infiltrado neutrofilico, indicando processo inflamatorio,
algumas vezes evidente também ao redor das vénulas hepaticas e espago porta. O
endotélio das vénulas hepaticas, veia centrolobular e espago porta foram completamente

ou parcialmente necrosados (Figuras 37 a 40).

Figura 37: Fotomicrografia mostrando um detalhe da extensa area de necrose com focos
de hemorragia (*) e infiltrado inflamatério (I), HE 400x.
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Figura 38: Fotomicrografia da extensa area de necrose mostrando em detalhe a presenca
de edema intersticial e hepatdcitos com perda da basofilia e alguns niicleos picnéticos (7).
HE, 400x.
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Figura 39: Fotomicrografia mostrando extensa drea de necrose e espaco porta com
alteracdes no epitélio na regido de transicio entre necrose (N) e tecido hepatico normal
(H). HE, 100x.
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Figura 40: Fotomicrografia mostrando drea necrosada (N) com presenca de edema
intersticial difuso e sinusoidal (E), focos hemorragicos (*) e detalhe do espaco porta (P)
circundado por necrose e infiltrado inflamatorio (I) no lamen, HE, 50x.
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Grupo Tratado 2
Neste grupo observou-se predomindncia de necrose menos extensa € mais
superficial, com presen¢a de infiltrado inflamatério, focos hemorragicos e edema

intersticial (Figura 41), porém menos intensos que no grupo Tratado 1.

Figura 41: Fotomicrografia mostrando detalhe da vénula hepatica (V) na regiao necrotica
(N), circundada por tecido normal (H) com extravasamento de hemacias (*). HE, 400x.
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Grupo Tratado 3

A analise histologica deste grupo mostrou caracteristicas similares ao grupo
Tratado 2 com necrose mais branda e menos extensa. Observou-se presenca de
infiltrado inflamatorio, focos hemorragicos e edema intersticial, porém com menor
frequéncia que o grupo Tratado 1. Algumas vénulas hepaticas tiveram seu endotélio

alterado, porém a veia centrolobular e espago porta mantiveram-se integros (Figura 42).

Figura 42: Fotomicrografia da regio de transicio entre o tecido normal (H) e a necrose
(N) com presenca de hepatocitos com ntcleos picnoticos (1), focos hemorragicos (*) e
vénula hepatica (V). HE, 400x.
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5.3 DISCUSSAO

A necrose ¢ o resultado desejado em TFD. Assim, a fotorreagdo provocada esta
correlacionada com a eficiéncia do tratamento. Portanto, no presente trabalho foi
realizado um estudo da necrose resultante da TFD em figado fotossensibilizado com
Luzitin® a fim de se estabelecer as melhores condi¢des para realizacao do tratamento.

De modo geral, o grupo controle ndo apresentou alteracdes evidentes tanto em
nivel macroscopico quanto microscopico. Kramer-Marek et al. [133], em seu estudo
com TFD em diferentes linhagens de células incubadas em bacterioclorinas derivadas
de porfirinas, concluiu que nenhum dos compostos analisados apresentaram
citotoxidade no escuro nas condigdes estudadas.

Em relagdo a andlise macroscopica, notou-se que a area de necrose no grupo
Tratado 1 foi superior a area irradiada. Esse fendmeno pode ser explicado pela forma de
irradiacdo. Como ndo foi possivel irradiar o figado de forma perpendicular,
provavelmente houve espalhamento da luz gerando uma 4rea necrética superior a area
irradiada.

A andlise do grafico com os valores de profundidade de necrose obtidas no
presente estudo mostrou que, dentre as condi¢des estudadas, a que mostrou melhores
resultados foi o grupo tratado 1, no qual foi utilizado uma quantidade de FS de
2,0mg/Kg e fluéncia do laser de 100J/cm’.

Com isso, notou-se que um aumento na quantidade do fotossensibilizador nao
resultou em melhora na resposta fotodinamica. Possivelmente, a concentragao de 2,6
mg/Kg de Luzitin® esteja além do valor de saturagdo. Esses achados corroboram com os
estudos de Ferreira [20], que analisou a resposta fotodindAmica em ratos
fotossensibilzados com Photogem® e observou que as concentracdes de 1,0, 1,5 e 2,0
mg/Kg superavam o valor de saturacdo, portanto, ndo apresentaram diferencas
significativas com relagdo a eficiéncia do tratamento.

Dessa forma, os resultados de profundidade de necrose sugerem que a eficacia
da TFD quando se utiliza o Luzitin® como agente fotossensibilizador estd diretamente
relacionado com a intensidade utilizada, ou seja, este ¢ um fator determinante para a
promog¢do da necrose tecidual. Por isso, quando se reduziu a intensidade utilizada,
houve uma resposta fotodindmica significativamente inferior, resultando em uma

necrose com menor extensiao e mais branda.

87



De acordo com Kramer-Marek et al. [133], a sobrevivéncia das células ¢
dependente da intensidade utilizada. Em seus estudos com células, os mesmos autores
observaram que uma redug¢do na intensidade resultou em significativa redu¢do na morte
celular.

Outros estudos realizados em animais mostraram a importancia da intensidade
na TFD. Rego [115], em seu estudo com derivados de hematoporfinas, no qual foi
utilizado fluéncia do laser de 20, 50, 100 e 200)/cm* com irradiacdo direta no figado do
rato, notou que, quanto maior a intensidade, melhor a resposta fotodindmica ao
tratamento.

Além disso, outro estudo, também realizado em figado de ratos com irradiacao
direta, mostrou que, utilizando o Photogem como FS, houve necrose a partir da fluéncia
de 20 J/em? e a acima de 100 J/em® ndo houve alteragio na profundidade de necrose.
Para o Photofrin, na concentracdo de 1,0 mg/Kg houve necrose a partir de 100 J/cmz,
enquanto para a concentracio de 2,0 mg/Kg houve necrose a partir de 50 J/cm’. Para o
Photosan, notou-se necrose a partir de 50 J/cm” para ambas as concentragdes e
observou-se uma tendéncia a ndo existir aumento na profundidade de necrose a partir de
200 J/cm? para as concentragdes analisadas [20].

A andlise histolégica mostrou uma qualidade de necrose relativamente
homogénea, com presenca de focos hemorrdgicos, edema intersticial e infiltrado
inflamatorio para todos os grupos estudados. Porém, as extensdes das lesdes variaram
principalmente com a intensidade da radiagdo luminosa e, em menor escala, com a dose
do fotossensibilizador, reafirmando assim, que a intensidade do laser ¢ o principal fator

para a eficiéncia do tratamento.
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5.4 CONCLUSOES

O estudo realizado indica que a TFD com Luzitin® tem uma dependéncia maior
da intensidade aplicada do que da concentracdo de fotossensibilizador administrado.

Além disso, cs resultados encontrados mostraram que melhor combinag¢do de
parametros para a TFD em figado de rato fotossensibilizado com Luzitin® foi de 100

J/em?® de intensidade e 2,0 mg/kg de concentragdo do FS.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Embora a TFD seja uma técnica para o tratamento do cancer com inimeras
vantagens em com relagdo a técnicas convenvionais, apresenta certa limitacdo no que
diz respeito a sua profundidade de penetragdo. Por isso, este trabalho pretendeu buscar
recursos que viabilizem o aumento da penetragao da TFD.

A combinagdo desta terapia com a cirurgia a laser ¢ uma proposta que permite
um maior alcance do tumor. Alguns trabalhos na literstura mostram resultados clinicos
positivos da combinacdo entre cirurgia a laser ¢ TFD. Porém, nenhum deles analisa
diferentes condicoes de associacdo entre estas técnicas. Portanto, o presente estudo vem
a contribuir para se estabelecer um protocolo adequado de associagdo entre cirurgia a
laser e TFD, de modo a obter melhores efeitos no tratamento de tumores maiores € mais
profundos. No entanto, vale ressaltar que a escolha do protocolo mais adequado
depende de cada caso clinico.

A TFD com o FS Luzitin® é também uma sugestio para se aumentar a
penetracdo da técnica. Além disso, a irradiagdo externa mostrou que ¢ possivel atingir
um tumor interno sem que haja a necessidade de um procedimento mais invasivo.

Os resultados desta tese foram apresentados no 19th International Laser
Physics Workshop (apresentacdo oral, Foz do Iguacu, Brasil, 2010), na SPIE Photonics
Europe 2010 (apresentacdo em poster, Brussels, Belgium, 2010) e no 13th Congress of
Society for Photobiology and the 2nd Conference of  the
European Platform of Photodynamic Medicine (apresentacdo oral, Wroclaw, Poland,
2009). Ademais, o manuscrito intitulado “In vivo study of necrosis on the
liver tissue of wistar rats: A combination of Photodynamic Therapy and
Carbon Dioxide laser ablation” estd em vias de submissdo para revista internacional

“Laser Physics”.
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