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“A insatisfacéo é a principal motivadora do progresso.”

(Thomas Edison)
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Resumo

PEREZ, H. B., Avaliacdo da fluorescéncia da protoporfirina X em modelo
tumoral de pele em camundongo na aplicacdo de terapia fotodinamica
utilizando sistema portatil com baixa irradiacdo. 2022. 33 p. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduacdo em Engenharia Fisica) — Departamento de

Fisica, Universidade Federal de Sado Carlos, Sao Carlos, 2022.

A terapia fotodindmica (TFD) € uma opcao de tratamento topico utilizado para
cancer de pele ndo melanoma e lesdes de pele pré-malignas. A TFD
desenvolve-se com a interagdo de um fotossensibilizador (FS), luz com
comprimento de onda adequado na presenca de moléculas de oxigénio no
tecido, causando morte celular. No Brasil, ha tratamentos com protocolos ja
bem definidos e aprovados utilizando protoporfirina IX (PplX) como FS, através
da aplicacdo tépica de creme contendo seu precursor (aminolevulinato de
metila) e o equipamento de irradiacdo comercial LINCE®. Uma nova proposta
de tratamento, com um sistema portatil de irradiacdo desenvolvido pelo
Laboratorio de Apoio Tecnoldgico (LAT) do Grupo de Optica do Instituto de
Fisica de Sao Carlos (IFSC) da Universidade de S&o Paulo (USP) foi testado a
fim de otimizar o tempo de permanéncia de pacientes no hospital. Este projeto
teve por objetivo o estudo comparativo da ativacdo e degradacao da PplX pelo
sistema portatil com o sistema comercial de irradiacdo. Esse estudo foi feito
utilizando modelo tumoral em camundongos, avaliando diferentes protocolos
(variacdo na irradiacdo e tempo de incubacdo) através de espectroscopia de
fluorescéncia e imagem de campo amplo de fluorescéncia para comparar a
producdo e degradacdo da PplX no tumor e na pele ao redor. Com os
resultados obtidos, foi possivel verificar que a degradacdo da PpIX foi
semelhantes na utilizacdo do sistema portatil de irradiacdo (protétipo) e do
sistema comercial (LINCE), tanto pela a analise por espectroscopia de

fluorescéncia quanto por imagens de fluorescéncia de campo amplo.

Palavras-chave: terapia fotodinamica, single visit, baixa irradiagéo, dispositivo
portatil.
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1. Contextualizagcdo do estudo

A realizacdo do presente trabalho de concluséao de curso é um fragmento de
um projeto maior que envolve o estudo de um novo protocolo de tratamento de
terapia fotodinAmica (TFD) utilizando um sistema portatil de irradiagdo. Neste
projeto, multiplos experimentos pré-clinicos foram conduzidos para avaliar a
viabilidade da realizacdo de uma das sessbes de TFD utilizando o sistema
portéatil de irradiacdo para minimizar o periodo de permanéncia do paciente no
hospital.
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2. Introducéao

a. Cancer de pele ndo melanoma

O cancer de pele ndo melanoma € o mais frequente no Brasil e corresponde
a cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no pais [1].
Apresenta altos percentuais de cura, se for detectado e tratado precocemente.
Entre os tumores de pele, € o mais frequente e de menor mortalidade, porém,
se nao tratado adequadamente pode deixar mutilacdes bastante expressivas
[1].

Este tipo de lesdo & mais comum em pessoas com mais de 40 anos, é raro
em criancas e negros, com excecdo daqueles ja portadores de doencas
cutdneas. Porém, com a constante exposicdo de jovens aos raios solares, a
média de idade dos pacientes vem diminuindo. Pessoas de pele clara,
sensiveis a agdo dos raios solares, com historico pessoal ou familiar deste
cancer ou com doencas cutaneas prévias sao as mais atingidas [1].

O cancer de pele ndo melanoma apresenta tumores de diferentes subtipos.
Os mais frequentes sdo o carcinoma basocelular (CBC) (o mais comum e
também o menos agressivo) e o carcinoma espinocelular (CEC). A cirurgia é o
tratamento mais indicado tanto nos casos de CBC como de CEC.

Esses tipos de canceres tem o tratamento mais comum a excisdo da area
afetada com as células neoplasicas mais uma area de pele sadia como
margem de seguranca. Dependendo da gravidade do caso, ha a necessidade
de reconstrucdo da area com retalhos de pele sadia, contudo, areas nasais e
palpebrais sdo areas mais sensiveis que necessitam de maior variedade de
retalhos, dificultando o tratamento. Existem diversas técnicas cirdrgicas para a
resseccdo da neoplasia cutanea e a opcdo mais adequada para cada caso
depende principalmente da localizacéo, tipo e tamanho das lesdes [2].

A terapia fotodinamica (TFD) € uma opcéo terapéutica que vem sendo
recomendada para o tratamento de queratose actinica (lesdo precursora do
cancer de pele), CBC superficial e CEC in situ (Doenga de Bowen) [3].

No caso TFD aplicada no tratamento de lesdes de pele, a protoporfirina IX
(PpIX) é um fotossensibilizador (FS) enddégeno bastante utilizado, além de ser
um marcador devido sua fluorescéncia [4, 5]. Para que ocorra seu acumulo

celular, porém, costuma-se induzir sua producao utilizando a aplicacdo topica
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de precursores, como o0 acido aminolevulinico (ALA) e aminolevulinato de
metila (M-ALA).

Nas préoximas sec¢des, serdo descritos fundamentos tedricos dos conceitos
fisicos relacionados a este estudo, assim como, mais detalhes das técnicas

utilizadas.

b. Fluorescéncia

A fluorescéncia é uma transicdo radiativa entre dois estados eletrénicos de
mesma multiplicidade de spin, ou seja, quando h& transicdo de um singleto
para outro singleto, temos a fluorescéncia.

Para descricdo dos eventos envolvidos na absor¢cdo e na emisséao de luz
por uma molécula, o diagrama de Jablonski (Figura 1) € uma ferramenta muito
importante, nomeado desta forma em homenagem a Alexander Jablonski (1898
— 1980) considerado o pai da espectroscopia de fluorescéncia. Com esta forma
de representacdo, pode-se visualizar melhor os diferentes estados eletrdnicos,
rotacionais e vibracionais, além do estado fundamental e avaliar os possiveis
processos quanticos como: absor¢cdo de féton, converséo interna, cruzamento
intersistemas, fosforescéncia e fluorescéncia. Pode-se inclusive representar as

interacOes de supressado, energia de transferéncia e interacdo com o meio.

Sl CONVERSAO INTERNA

TRANSFERENCIA DE
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REAGAOTIPOI
T H CASCATA DE
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S

Figura 1: Diagrama de Jablonski adaptado [6].

De acordo com o principio de Franck-Condon as transi¢cdes entre diferentes
estados eletrbnicos sdo em uma ordem de tempo muito pequena (10-15

segundos).
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O estado fundamental singleto é chamado de So e os estados excitados
séo representados por Sn com n= 1, 2, 3, etc. Uma molécula apresenta um
estado singleto quando ndo apresenta nenhum spin desemparelhado, mesmo
em orbitais diferentes. Moléculas que apresentam spins desemparelhados
possuem propriedades magnéticas, e sob um campo magnético, se dividem em
trés subestados, esses estados sdo chamados como tripletos e sé&o
representados como Tn em que “T” indica que existem trés possibilidades de
orientacdo de spin a partir de dois elétrons desemparelhados. A energia do
foton absorvido determina qual estado excitado os elétrons irdo atingir.

A conversdao interna € um fenébmeno sem carater luminescente, isto €, ndo
radiativa, e tem seu decaimento de energia caracterizado por uma transicao
entre dois estados de mesma multiplicidade de spin, em dire¢cdo ao estado de
menor energia e ocorre em um tempo entre 101° segundos.

O cruzamento intersistema é uma transi¢cdo nao radiativa entre dois niveis
vibracionais de mesma energia que pertencem a estados eletrbnicos com
diferentes multiplicidades. Por exemplo, uma molécula no estado Si pode fazer
uma mudanca de estado para o primeiro estado tripleto, T1 [7].

A fluorescéncia € a emisséo de luz derivada de um estado excitado singleto
em que o elétron excitado ndo muda a orientacdo do seu spin, continuando
desemparelhado, com isso o retorno deste ao estado fundamental é permitido
e acontece de forma muito rapida via emissao de um féton; a taxa de emisséo
€ tipica da ordem de nanossegundos, sendo uma transicao radiativa entre dois
estados eletrébnicos de mesma multiplicidade de spin, ou seja, quando ha
transicdo de um singleto para outro singleto, temos a fluorescéncia.

A fluorescéncia é uma ferramenta importante na TFD, pois permite o

monitoramento e avaliacdo da producédo e consumo do FS.

c. Terapiafotodindmica
A TFD consiste basicamente da interacdo entre a molécula de FS, luz e
oxigénio molecular presente no tecido. A fonte de luz utilizada para a irradiacédo
deve ter emissdo em comprimento de onda compativel a absorcdo do FS para
ser capaz de excitar a molécula. Na aplicacdo desta terapia para cancer, o FS
acumula-se preferencialmente nas células neoplasicas e, ao ser irradiado,

umas das reacdes possiveis € a molécula de FS excitada transferir energia
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para 0 oxigénio molecular transformando-o em oxigénio singleto, que é
altamente citotoxico e capaz de promover a morte celular por necrose ou
apoptose [8, 9]. demonstrados na figura 1, no diagrama de Jablonski.

A morte por TFD tende a seguir principalmente por duas vias de morte
celular, a necrose ou apoptose: a apoptose € um evento regulado, participando
inclusive de eventos fisioldgicos, enquanto a necrose € o tipo mais comum da
morte celular devido a estimulos exdégenos, tais como ruptura celular e
degradacédo de organelas celulares [10]. Estudos recentes colocam autofagia
como uma via de morte possivel, a autofagia € um processo que envolve o
transporte de organelas celulares e proteinas através de vias de degradacéo
lisossomal e estd relacionada a sobrevivéncia, desenvolvimento e
diferenciacéo celular, quando as proteinas sofrem danos irreversiveis formando
proteinas oxidada toxica, a autofagia sera estimulada para remover essas
espécies toxicas [11].

Ha dois tipos de reacdes possiveis para TFD, chamadas de reacédo do tipo |
(via formacéo de radicais) e reacdo do tipo Il (via formacdo de oxigénio
singleto). Na reacao do tipo | (equacdo 1), o FS no estado excitado tripleto
pode interagir com o substrato biologico transferindo elétrons ou abstraindo um
atomo de hidrogénio. A reacao do tipo Il (equacéo 2) € uma reacao de estado
excitado, na qual o FS no estado tripleto excitado transfere energia para o
oxigénio molecular no estado fundamental, também tripleto, levando-o a um
estado excitado favorecendo a conversdo de um spin formando oxigénio
singleto, uma espécie reativa de oxigénio que é altamente citotoxica e

desencadeia danos celulares responséaveis pela morte da célula [5].

T1 + 302 g SO + 102 (2)

Sendo T; a representacdo do FS no estado tripleto, S, 0 FS no estado
fundamental, SB o substrato bioldgico, 30, oxigénio molecular, *0, oxigénio
singleto, SB~ produto da reacdo da interacdo do substrato biologico
transferindo elétrons ou removendo atomo de hidrogénio, ficando apenas com

radicais livres.
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O tipo preferencial de reacdo entre a molécula de FS e as moléculas do
tecido (reacédo do tipo | ou tipo Il), assim como a via de morte celular dependera
das condicdbes do tecido, aporte de oxigénio e principalmente das

caracteristicas fotoquimicas da molécula do FS.

d. Fotossensibilizador
A PpIX é um FS enddgeno comumente utilizado no tratamento dessas
lesbes. A formacdo de PplX € estimulada pela aplicagcdo de precursores
metabdlicos, como o acido aminolevulinico (ALA) ou o aminolevulinato de
metila (M-ALA), através da aplicacdo topica por creme. A eficiéncia do
tratamento depende diretamente da formacédo e acumulo suficiente de PpIX na
lesé@o e posterior ativagcdo adequada pela luz.
A férmula molecular do ALA é C:HyNO; e peso molecular de 131,13

g/mol, a estrutura quimica do composto esta ilustrada na Figura 2.

Figura 2: Estrutura quimica ALA [12]

A férmula molecular do M-ALA é C,H,;NO5, possui peso molecular de
145,16 g/mol e sua estrutura molecular esta representada na Figura 3. A
diferenca do ALA para o M-ALA est4 na adicdo de um grupo metila (CH;) na
molécula que proporcional carater mais lipossoluvel e, por isso, permite maior

penetragéo na pele. [12]

Figura 3: Estrutura quimica M-ALA [12]
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A férmula molecular da PplX é dada por C;,H;,N,0,, POSSuUi peso
molecular de 562,66 g/mol e a estrutura quimica da molécula esta ilustrada na
Figura 4. A molécula de PplIX participa do ciclo heme para formacdo da
hemoglobina, a aplicacdo exdégena de seus precursores através do creme tem
a funcdo de propiciar o acumulo desta molécula dentro da célula para

realizacédo da TFD [6].

r:\
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Figura 4: Estrutura quimica PpIX [12]

e. Fontede luz

Diferentes fontes de luz diferem-se pelo seu espectro de emissdo e o
processo pelo qual emitem luz. Na irradiacdo em TFD uma fonte de luz ideal
pode ser descrita como aquela que por um baixo custo forneca a maior
quantidade de luz possivel no maximo de absor¢cdo do FS, sem efeitos
térmicos significativos [13].

As fontes de luz mais utilizadas séo lasers, LED e lampadas, tendo os
lasers com o0 espectro de emissdo mais estreito em comparacdo com outras
fontes de luz citadas, fazendo com o que o feixe seja considerado altamente
monocromatico, isso € por conta do processo de emissédo estimulada de luz,
gue permite que os fotons de energia muito bem determinada sejam emitidos
pelo dispositivo laser [10].

O laser é uma fonte de luz bastante utilizada em TFD devido a alta
intensidade e possibilidade de acoplamento em fibras Opticas, que permitem
iluminar regides de dificil acesso, além da possibilidade de selecdo bem

determinada de um comprimento de onda que permita ativar uma das bandas
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especificas de um FS, mas possuem alto custo de aquisicdo e manutencgéo. A
alternativa custo-beneficio encontrada sdo os lasers de diodo, com emisséo
passivel de ser obtida em praticamente em todo o espectro visivel e
infravermelho préximo, com este tipo de laser ainda é possivel fornecer luz
pulsada com consideravel poténcia e precisdo sobre o tecido irradiado.

Os diodos emissores de luz (LEDs) de cores definidas possuem um
espectro de emissdo mais amplo em relacdo a lasers, emitindo luz em uma
faixa de comprimentos de onda (aproximadamente 50 nm de largura).
Entretanto, LEDs brancos sdo uma excecdo, pois possuem dois picos de
emissao originando um espectro mais largo de emissdo se comparado a outros
LEDs [19]. Os LEDs podem ser indicados e usados em casos de tratamento

em regides extensas, pois ha a vantagem do custo reduzido.

f. Oxigénio

O FS é ativado por luz com comprimento de onda adequado, que por
sua vez é ativado na presenca de oxigénio molecular, o FS gera espécies de
oxigénio citotoxicas capazes de danificar componentes celulares como
membranas, proteinas e acidos nucleicos resultando em morte celular [14].

Em consequéncia da fotoativacdo, o FS absorve energia passando do
seu estado fundamental para o estado singleto de alta energia, podendo perder
energia da forma de fluorescéncia ou calor, voltando ao seu estado
fundamental ou passando para o estado tripleto, menos energético e mais
estavel.

Na reacédo do tipo Il, o FS reage com o oxigénio molecular formando
oxigénio singleto, sendo o principal responsavel pela morte celular na TFD.
Este tipo de reacdo depende da composicdo do substrato e concentracdo de

oxigénio [6].

g. Protocolo clinico
De acordo com as diretrizes publicadas no Forum Europeu de
Dermatologia, a TFD € licenciada para o tratamento de CBC em varios paises
europeus. [3] O protocolo brasileiro baseia-se em 3 horas de incubacao de

creme usando um curativo oclusivo, seguido de irradiacdo por luz vermelha
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(630 nm,125 mW/cmz2, 150 J/cm?2) e o tratamento é repetido apdés uma semana
[14].

Os protocolos possuem duas sessdes e sdo usados a fim de superar a
resposta limitada do tratamento para lesdes em torno de 2 mm de espessura,
melhorando o sucesso do tratamento. As duas sessdes sdo separadas por um
intervalo de uma semana. A taxa de resposta completa para lesdes superficiais
do CBC é de cerca de 90%, mas para lesdes nodulares € de 60 a 70%,
possivelmente devido & penetragdo menos eficaz do creme em toda a leséo [7].

Considerando a grande incidéncia deste tipo de lesdo, a alta demanda de
pacientes precisando de tratamento, as dificuldades que enfrentam ao
percorrer longas distancias para chegar até o hospital, além de que, a maior
parte dos pacientes possuem idade mais avancada e comorbidades; foi
realizado um estudo com protocolo de TFD single visit (Unica sessdo). Neste
estudo, foram avaliados protocolos com duas sessdes de TFD realizadas no
mesmo dia. Um dos protocolos apresentou 95,4% de resposta completa apés
30 dias do tratamento na eliminacao das lesdes, neste protocolo foi atribuido 3
horas de incubacéo do creme na primeira sesséo e 1,5 horas na segunda [15].
Mesmo com uma taxa de sucesso alta, com a aplicacdo deste protocolo, o
paciente permanece no hospital por um longo periodo de tratamento, de 6 a 7
horas.

Pensando em estabelecer um protocolo em que o paciente pudesse ser
dispensado do ambiente hospitalar e realizar parte do tratamento em casa, foi
desenvolvido pelo Instituto de Fisica de Sédo Carlos (IFSC) da Universidade de
Sao Paulo (USP) um protétipo de irradiacdo portatil. Com a utilizacdo deste
dispositivo, o tempo de permanéncia desses pacientes no hospital poderia ser
menor em relacdo ao protocolo single visit atualmente empregado, uma vez
gue a segunda sessdo poderia ser feita fora do hospital. Além de oferecer
maior conforto ao paciente, diminuindo a permanéncia dos pacientes no
ambulatério durante o tratamento também é possivel favorecer a dinamica
ambulatorial, permitindo que mais lesdes possam ser tratadas no mesmo dia.

Além de destas vantagens, realizar a TFD com baixa irradiancia, e,
portanto, com maior tempo de irradiacdo fara com que o tratamento seja
praticamente indolor, proporcionando maior conforto ao paciente, além de
favorecer o abastecimento de novas moléculas de PplIX e oxigénio ao tecido

gue pode aumentar a eficiéncia do tratamento.
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h. Fluorescénciae TFD

Para que haja acumulo suficiente de PplIX para a realizacdo do
tratamento de lesdes epiteliais como o CBC, o tempo de incubacdo do
protocolo clinico convencional € de aproximadamente 3 horas apds a aplicagdo
topica do precursor [10, 13].

A diminuicdo da fluorescéncia estad associada ao consumo da PpIX e
pode ser monitorada por espectroscopia e imagem de fluorescéncia. O
consumo de PplX e, consequentemente, a diminui¢do do sinal de fluorescéncia

pode ser associada, portanto, com a efetividade da terapia.

19



3. Objetivos
Realizar um estudo pré-clinico em modelo tumoral animal para entender
os aspectos fundamentais da TFD a partir da irradiacdo prolongada por meio

de um sistema portatil utilizando técnicas de fluorescéncia.

a. Objetivos especificos
e Analise da producéo e degradacao da PplX por espectroscopia de
fluorescéncia;
e Analise da producdo e degradacdo da PplX por imagem de

fluorescéncia de campo amplo;
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4. Materiais e Métodos

a. Modelo animal

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem balb/c, do tipo nude,
com aproximadamente seis semanas, provenientes do Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram
mantidos durante todo o experimento em um alojamento para animais, em rack
ventilado com sistema de climatizacdo controlada, montado no IFSC/USP, no
Laboratorio de Biofotdnica do Grupo de Optica. Foram alojados em gaiolas
forradas com maravalha e receberam agua filtrada e racdo comercial especifica
para roedores, ambos ad libitum.

Antes dos procedimentos os animais foram anestesiados com anestesia
inalatéria com isoflurano (BioChimico®, Itatiaia, RJ, Brasil) na concentracao de
2 a 4% em oxigénio para inducdo. Em seguida, foi feita a manutencao do plano
anestésico, avaliado de acordo com depressdo respiratéria e cardiaca e
auséncia de resposta a estimulos, também via administracdo inalatoria de
isoflurano (1,5 a 2% em oxigénio).

A eutanasia foi realizada por overdose anestésica via inalatéria
aplicando a dose maxima de inducao dos experimentos (4% de isoflurano em
oxigénio) até o animal entrar em 6bito. Como método de confirmacgéo de morte,
foram verificadas auséncia de batimentos cardiacos, auséncia de movimentos
respiratérios, palidez de mucosas, temperatura corpérea e auséncia de

reflexos.

b. Inducédo tumoral por injecédo de células

A inducgéo tumoral xenogréfica foi feita a partir de uma linhagem celular
de CEC humano (A-431, ATCC® CRL-1555™), por ser um modelo de cancer
de pele ndo melanoma de crescimento rapido e bem estabelecido na literatura,
com formacdo de tumor nodular e ndo de cisto (como acontece em casos de
inducéo de CBC) [9,10]. Estes tipos celulares crescem por adesdo em meio de
cultura especifico, suplementado com soro fetal bovino e antibidticos. As
células foram mantidas em incubadora a 37°C sob atmosfera umidificada e de
CO:a.

Para a inducdo, foi feita a inoculacdo das células por injecao

intradérmica no flanco direito do animal, com concentracdo de 10° células. O
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volume de cada tumor foi estimado com base no volume de uma esfera, com
altura, largura e comprimento medidos com paquimetro para estimar o raio
meédio. Os experimentos sempre foram conduzidos quando o volume do tumor

atingir entre 10 e 20 mma3.

c. Fontedeluz

Foi utilizado o sistema comercial de irradiagdo LINCE® (MMOptics,
Brasil) (Figura 5) e um sistema prototipo portatil de irradiagdo desenvolvido
pelo Laboratério de Apoio Técnologico (LAT) do IFSC-USP (Figura 6), ambos
compostos por LEDs centrados no comprimento de onda 630 £ 10 nm. Os
parametros de irradiacdo foram baseados em estudos prévios em animais, a
fim de entregar uma subdose (30 J/cm?) de TFD para avaliacdo do dano em
diferentes protocolos, sem erradicacdo completa do tumor [19].

]

Figura 5: (a) Sistema de irradiacdo LINCE® (MMOptics, Brasil), (b) tratamento e (c) evidenciador.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 6: Sistema prot6tipo portatil de irradiagéo, b) Sistema protétipo portatil de irradiacdo em
funcionamento.
Fonte: Elaborada pela autora.

Considerando a equacéao 3, para a entrega de 30 J/cmz2 [19] o LINCE foi
calibrado para uma irradiancia de 102 mW/cm? e, portanto, utilizado por 5
minutos. Quando a TFD foi feita com o protétipo, como sua irradiancia € de
15,8 mW/cmz?, a irradiacdo era feita por 31 minutos para entregar a mesma

fluéncia de energia.

£ (Ge)= 1 (G)-t© @

Sendo E a dose de energia, I a irradiancia do equipamento e t o tempo
de irradiagdo. A energia emitida ao tecido por ponto de aplicacdo €

proporcional a irradiancia da luz com o tempo.

d. Fotossensibilizador

A PpIX teve seu acumulo estimulado pela aplicagdo do creme contendo
20% do cloridrato de aminolevulinato de metila (M-ALA, PDT Pharma®,
Cravinhos, Brasil), que foi incubado no tumor por 1 hora antes da primeira
sessao e 30 minutos nos grupos em que houve uma segunda sesséo de TFD.
Neste periodo, o animal estava anestesiado para evitar que o creme fosse
removido e o local ficou coberto papel aluminio para evitar exposi¢do da luz
ambiente durante o tempo de incubacao (Figura 7).
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Figura 7: Animal anestesiado com prote¢do da luz ambiente durante o tempo de incubacéo.
Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 8 refere-se ao tumor do animal sendo irradiado com o sistema

portatil.

Figura 8: Tumor no flanco direito do animal sendo irradiado pelo prot6tipo.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tanto por espectroscopia quanto por imagem de fluorescéncia de campo
amplo, a eliminacdo tecidual da PplX também pode ser monitorada para
observar se havia PplIX residual local mesmo ap0s a realizagdo da TFD

e. Medidas de Fluorescéncia

i. Espectroscopia de fluorescéncia
A coleta de espectros de fluorescéncia da PpIX foi feita nos testes em
animais a partir de um sistema montado no Laboratorio de Biofotdnica, Grupo
de Optica, IFSC/USP, que consiste de um espectrofotbmetro USB2000

(OceanOptics Inc., EUA) acoplado a um computador e a um laser para
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excitacao de 405 nm. Foram coletados espectros de cinco diferentes pontos do
tumor e da pele ao redor do tumor. Estes espectros foram processados a partir
do programa Origin® (OriginLab, EUA) para estimar a intensidade de

fluorescéncia em cada regido ao longo do tratamento.

ii. Imagem de fluorescéncia de campo amplo

Para verificar a homogeneidade de producéo superficial da PplIX foi utilizado
um sistema de imagem de fluorescéncia por campo amplo que provém do
acoplamento da ponteira de monitoramento do LINCE®, a base de LEDs (que
emitem na regido entre 400 e 450 nm), a uma camera fotografica para
aquisicao de imagens [7].

Para o processamento dessas imagens foi utilizado um algoritmo escrito em
Python® que relaciona a intensidade da componente vermelha das imagens

com a fluorescéncia da PplIX na superficie do tumor.

f. Delineamento experimental
Foram utilizados 16 animais distribuidos em 4 grupos experimentais, 4
animais por grupos. Os grupos foram planejados para verificar o acamulo e
degradacdo da PplX com uma ou duas sessBes de TFD, simulando a
sequéncia que acontece no protocolo Single Visit e substituindo a segunda
sessdo pelo uso do prototipo portatil de irradiagdo. Segue descri¢cdo dos grupos

experimentais:

Apenas uma sessdao de TFD:

Grupo 1: incubacao do creme M-ALA por 1 h, irradiacdo com LINCE;

Grupo 2: incubacdo do creme M-ALA por 1 h, irradiagdo com protétipo
portatil;

Duas sess0es de TFD:

Grupo 3: incubacgéo do creme M-ALA por 1h, irradiagdo com LINCE, nova
incubacédo do creme M-ALA por 30 min, irradiagdo com LINCE;

Grupo 4: incubagéo do creme M-ALA por 1h, irradiagdo com LINCE, nova
incubacéo do creme M-ALA por 30 min;

Os procedimentos experimentais de cada grupo também podem ser
observados resumidamente na Tabela 1.
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Tabela 1: Apresentacéo resumida dos procedimentos experimentais realizados em cada grupo.

12 sessao 22 sessao

Tempo (h) Equipamento Tempo (h) Equipamento

Grupo 1 1lh LINCE - -

Grupo 2 1lh Protétipo portatil - -

Grupo 3 1lh LINCE 30 min LINCE
Grupo 4 1lh LINCE 30 min Protétipo portatil

Fonte: Elaborada pela autora.

5. Resultados e discusséo

Foram coletados 5 espectros no tumor e 5 espectros na pele ao redor do
tumor, em cada etapa do protocolo. Para estimar a quantidade de PpIX em
funcdo das etapas dos tratamentos, evitando possiveis oscilacées do sistema e
variacdo no posicionamento da fibra durante a coleta, foi realizado uma
normalizacdo nos espectros de fluorescéncia. Cada ponto do espectro foi
dividido pelo valor da intensidade de fluorescéncia no comprimento de cada
onda de 450 nm (Equacéao 4), isto seguindo referéncias anteriores baseadas
em observacdes de que nesta regido do espectro ndo ha variacdo

correspondente a informacéo da fluorescéncia da PplIX [16].

N I(A)
N = A 4
ormalizacgdo 0ol 4)

Os espectros de intensidade fluorescéncia normalizadas (Figura 9)
representam medidas coletadas no tumor e pele ao redor antes da aplicacéo
do creme (fluorescéncia enddgena do tecido) e apds a incubacao do creme. A
partir da normalizacéo, os valores de intensidade de fluorescéncia normalizada
no pico caracteristico da molécula de PplX, observado em 635 nm, é um
parametro mais preciso para comparar a quantidade de FS em cada etapa do
protocolo aplicado. E possivel observar que esse pico aparece apenas no

espectro de fluorescéncia referente ao tumor, apos a incubacéo do creme.
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—— Pele antes do creme

3.5 7 —— Pele pds incubacdo
y —— Tumor antes do creme
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Intensidade de fluorescéncia normalizada (unid. arb.)

M 1 M 1 M 1 M 1
400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 9: Espectros médios da intensidade fluorescéncia normalizadas pela intensidade de fluorescéncia
no comprimento de onda de 450 nm.
Fonte: Elaborada pela autora.

Com os experimentos realizados e obtidos os espectros de cada animal
de cada grupo, para o melhor estudo e a visualizagdo do comportamento de
cada grupo de acordo com seu respectivo protocolo, os dados foram
organizados em gréficos do tipo boxplot, tanto para o tumor quanto para pele
ao redor, com a linha cronolégica dos procedimentos. Nos gréaficos
apresentados, cada ponto no boxplot equivale ao valor da intensidade de
fluorescéncia normalizada em 635 nm para cada um dos 5 espectros coletados
em cada animal, em cada etapa do protocolo.

O grupo 1 tem como protocolo uma sessédo com a irradiacao feita pelo
LINCE e seus dados de intensidade de fluorescéncia normalizada estdo
apresentados na figura 10. Na figura 10A é possivel observar que ao longo do
protocolo ndo houve variacdo de intensidade de fluorescéncia na pele. Isto &
esperado, uma vez que o0 creme é posicionado apenas sob o tumor e o
acumulo de PplX tende a ser seletivo nas células neoplasicas [11]. O que pode
ser comprovado com os dados apresentados na figura 10b, na qual os valores
de intensidade de fluorescéncia normalizada sdo referentes aos espectros
coletados na area do tumor, demonstrando que apos a incubacdo do creme ha
um acumulo de PplIX que é proporcional ao aumento da fluorescéncia local.

Assim como, apos a irradiagéo, a intensidade de fluorescéncia diminui devido
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ao consumo da PplIX. Contudo, a intensidade de fluorescéncia ndo é tdo baixa
apos a irradiagcdo como era o sinal antes da incubacéao, pois foi utilizada uma

subdose de TFD que indica que ainda ha PplX no tecido.
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Figura 10: Gréfico boxplot do grupo 1. A) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada da pele
sadia em funcdo das etapas do experimento. B) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada do
tumor em funcgdo das etapas do experimento.

Fonte: Elaborada pela autora.

No grupo 2, o protocolo € semelhante ao grupo 1, mas tem como alteracéo
0 uso do prototipo como equipamento de irradiacao. A figura 11A € o gréafico da
pele, sendo possivel observar que também ndo houve nenhuma alteragdo na
intensidade de fluorescéncia ao longo do tratamento. Na figura 11B, ha o
aumento dos valores de intensidade de fluorescéncia apdés a incubacdo e
diminuicdo ap6s a irradiacdo do protétipo, diminuicdo essa bastante
semelhante a observada com o uso do LINCE (Figura 10B).

A) B)
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Figura 11: Gréfico boxplot do grupo 2. A) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada da pele
sadia em fungéo das etapas do experimento. B) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada do
tumor em funcgdo das etapas do experimento
Fonte: Elaborada pela autora.
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No grupo 3, o protocolo tem duas incubacfes e duas irradiacbes com o
LINCE. A figura 12A é o grafico da pele sadia, sendo possivel observar que
ndo ha alteracdo na intensidade ao longo do tratamento. Na figura 12B,
entretanto, ha o aumento dos valores de intensidade de fluorescéncia apoés
ambas as etapas de incubacao, sendo observados valores maiores na primeira
incubacdo comparados com a segunda incubacéo; apdés as iluminacbes, o

padrdo de diminuicdo da fluorescéncia é similar.
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Figura 12: Gréfico boxplot do grupo 3. A) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada da pele
sadia em funcéo das etapas do experimento. B) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada do
tumor em funcao das etapas do experimento.

Fonte: Elaborada pela autora.

No grupo 4, o protocolo tem duas sessbes de TFD, semelhante ao
protocolo do grupo 3 com alteracdo de que a segunda irradiacdo é realizada
com o protétipo. A figura 13A tem os dados da pele, sendo possivel observar
pouca alteragdo na intensidade de fluorescéncia ao longo do tratamento. Na
iluminagdo 1 ha pontos em que a intensidade de fluorescéncia se destacou um
pouco em relacdo aos outros momentos, o que pode indicar que em algum dos
animais o creme pode ter se difundido numa area além do tumor. Mesmo
assim, esses valores sao despreziveis comparados aos valores obtidos apos a
incubagéo do creme no tumor. Na figura 13B, ha aumento da intensidade de
fluorescéncia, sendo os valores da primeira incubagdo maiores do que na
segunda incubacdo. Apds as irradiagbes, tém diminuicdo nas intensidades

esperadas, com diminuigbes maiores na segunda irradiacao.
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Figura 13: Gréfico boxplot do grupo 4. A) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada da pele
sadia em funcgdo das etapas do experimento. B) dados de intensidade de fluorescéncia normalizada do
tumor em fungéo das etapas do experimento.

Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 14 contém imagens representativas das imagens de
fluorescéncia de campo amplo coletadas nos experimentos. A figura 14A ilustra
a fluorescéncia enddgena do tumor e pele ao redor, que com a excitagdo
utilizada (450 nm) e filtros do equipamento pode ser observada no tom verde.

Em todos os animais foram realizadas as coletas das imagens e dos
espectros de fluorescéncia, antes da aplicacdo do creme, apds incubacédo e
apos a irradiacao. Portanto, com as imagens de fluorescéncia de campo amplo
€ possivel identificar também que a autofluorescéncia do tumor € mais escura
que a da pele sadia do animal (figura 14a) e que apds a incubacédo, a
fluorescéncia em vermelho mostra o acumulo superficial de PplX (figura 14b),
assim como o consumo parcial da PpIX (figura 14c) provocando uma

diminuicao da intensidade do vermelho associada a presenca da PplX.

Figura 14: Imagens de campo amplo de fluorescéncia coletadas: A) antes do creme B) ap0s a incubacao
e C) apos a iluminagéo.
Fonte: Elaborada ela autora.
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As regibes ao redor do tumor, nas quais nao foram aplicadas o creme,
nado apresentam fluorescéncia na regido do vermelho, como esperado,
podendo-se afirmar que a producéo de PplX deu-se de forma uniforme apenas

na regido tumoral com o acumulo do FS sendo visivel e homogéneo.
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Figura 15: Representacdo de uma imagem de fluorescéncia de campo amplo RGB e suas respectivas
imagens apos decomposicao nos canais vermelho, verde e azul. Neste esquema também esta ilustrado a
delimitacdo da regido de interesse (ROI) em uma imagem no canal vermelho e a mesma regido apos a
sessdo de TFD. Estas imagens séo referentes a lesdo de QA de um paciente tratados com TFD em um
estudo clinico que utilizou o0 mesmo tipo de processamento de imagens deste estudo. Fonte: [17]

Com o diagrama da figura 15 € possivel observar que ao decompor uma
imagem RGB de fluorescéncia de campo amplo apos incubacéo do creme, a
maior intensidade associada a regido da lesdo (que contém PplX nesta etapa
do tratamento) estd no canal vermelho. Assim como, a informacao referente a
pele sadia esta presente no canal verde da imagem. Sendo o canal azul, com
menos informacédo tanto em relacdo a lesdo quanto a pele sadia. Por isso, para
a andlise das imagens de fluorescéncia de campo amplo serem associadas a
presenca de PplX, foi utilizada sempre a imagem do canal vermelho, avaliando
sua intensidade e considerando-a proporcional a quantidade de FS.

A partir da rotina de avaliacdo da intensidade de fluorescéncia nas imagens
de campo amplo, é possivel delimitar uma regido de interesse manualmente
para cada imagem coletada antes da incubacdo do creme (autofluorescéncia
do tumor), e assim, essa respectiva regido € considerada para as imagens
coletada ao longo do tratamento. O algoritmo calcula a intensidade média dos
pixels no canal vermelho das imagens dentro da regido de interesse. Como
previamente descrito, foi considerado que a intensidade média do pixel no
canal vermelho é proporcional a intensidade média de fluorescéncia da PplX
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dentro desta regido. Os valores de intensidade das imagens s&o
correlacionados de 0 a 255 uma vez que os pixels das imagens tinham 8 bits.
Portanto, quanto maior o numero de intensidade, maior a fluorescéncia da PpIX
associada.

Considerando as imagens de fluorescéncia de cada animal dos grupos, foi
possivel obter a intensidade de fluorescéncia média da PplIX estimada para

cada protocolo (figura 16).
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Figura 16: Grafico do tipo boxplot com os valores médios da intensidade no canal do vermelho das
imagens de fluorescéncia de campo amplo coletadas no tumor 1 hora de incubacéo.
Fonte: elaborada pela autora.

A partir da figura 16, é possivel observar a intensidade média no canal
vermelho em cada um dos grupos ao longo das etapas dos protocolos, antes
da aplicacdo do creme, apOs a incubacédo, apos iluminacdo. Especialmente
para os grupos 3 e 4, ha 2 incubacdes e 2 iluminacdes.

Uma maior intensidade no canal vermelho pode ser observada apos a
primeira incubacdo em relagcdo a segunda. Considerando que o tempo de
incubagcdo da primeira sessdo é maior que da segunda, este pode ser fator
associado ao maior acumulo de PplX observado. Além disso, apds a primeira
irradiacdo ha células que podem estar comprometidas e incapacitadas de
produzir PplIX.
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Considerando os grupos 3 e 4, que diferem pela irradiacdo da segunda
sessdo ter sido feita com o sistema comercial ou com o prototipo,
respectivamente; as intensidades médias apos a segunda irradiacdo nao
possuem diferenca significativa, demonstrando que ambos 0s equipamentos
foram capazes de proporcionar degradacdo similar, com mesma eficacia na
reducado da intensidade dos pixels do canal vermelho.

Sabe-se que alguns estudos tém mostrado que ao entregar a mesma
dose de energia ao tecido, mas com menores irradiancias e consequentemente
maior tempo de irradiacéo, a eficiéncia do tratamento € praticamente a mesma
do protocolo convencional, apresentando o beneficio da menor dor, eliminando
este fator de desconforto ao paciente [6, 10, 14].

A partir dos resultados obtidos pelas analises de fluorescéncia superficial,
nao foram observadas diferencas na degradacéo da PplIX entre os protocolos,
0 que indica que a eficiéncia da irradiacdo pelo prototipo portétil foi similar a do
equipamento comercial.

Além disso, a irradiacéo por periodo prolongado também tem como fator
positivo proporcionar maior tempo para producdo de novas moléculas de PplX
e para abastecimento de oxigénio ao tecido, dois elementos essenciais para
gue ocorra a agao fotodinamica [6, 10, 14].

Os resultados obtidos nesse estudo foram essenciais para o
planejamento de um estudo clinico que teve inicio no Hospital Amaral Carvalho
em Jau — SP (cadastro do estudo UTN: U111-1255-7721), pois foi possivel
observar que o prototipo portatil utilizado consome quantidade de PplX
equivalente ao equipamento comercial LINCE® durante a TFD depositando a
mesma fluéncia sobre a lesdo. O novo protocolo clinico podera favorecer
pacientes de idades avancadas, diminuindo o tempo de sua permanéncia no
hospital para o tratamento de cancer de pele ndo melanoma.

Os estudos com os animais utilizando este sistema envolveram também
realizacdo de laminas histolégicas para avaliagdo de dano tecidual e de
amostras congeladas para analise por microscopia confocal de fluorescéncia
para avaliar também a distribuicdo do FS em profundidade. Contudo, devido a
situacdo de pandemia, houve dificuldades para uso de determinados
equipamentos, impossibilitando as analises complementares ao presente
estudo. Por isso, este trabalho contém a andlise parcial dos resultados obtidos

com 0s experimentos em animais.
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6. Concluséo

Com a execucdo deste projeto, estamos propondo entender novas
tecnologias de entrega de luz que podem ser capazes de solucionar problemas
praticos relacionados a TFD. O equipamento avaliado neste estudo pode ser
promissor para o aperfeicoamento da TFD com relagdo a sua aplicacao tépica
convencional. Com a obtencdo de um menor tempo de tratamento no hospital &
possivel a diminuicdo dos custos envolvidos e o0 menor tempo de desconforto
pode ser oferecido ao paciente, fazendo com a TFD seja uma opg¢ao de
tratamento ainda mais favoravel e aceita pela comunidade médica e pelos
pacientes.

A partir das medidas de fluorescéncia superficial, por espectroscopia e
imagem de campo amplo, pode-se avaliar a diminuicdo da fluorescéncia
associada ao consumo da PplIX, que esta associada com a efetividade da
terapia. Dada a similaridade observada na degradacdo da PplX avaliada com
ambos os sistemas de irradiacdo, ha o indicativo de que a efetividade do
sistema portétil foi tdo eficiente quanto o sistema comercial.

Como perspectivas futuras, a fim de complementar e embasar ainda mais
esta conclusado parcial, se vé indispensavel a avaliacdo da distribuicdo do FS
no tumor por microscopia confocal de fluorescéncia e a avaliacdo do dano por
histologia. Os resultados obtidos até 0 momento sdo promissores na evolucéo
dos estudos clinicos utilizando sistemas de irradiacdo portatil, mesmo que com
menor irradiancia, igualmente eficientes e possivelmente menos dolorosos, ao
entregar a mesma dose de energia prolongando o tempo de irradiacdo na

sessdo, mas com maior conforto aos pacientes fora do ambiente hospitalar.
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