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RESUMO

ANDRADE, C.T. Identificagdo de les6es de pele por deteccao fotodinamica
mediada por acido aminolevulinico. 2011. 109 p. Dissertacdo (Mestrado em
ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Carlos, 2012.

No Brasil, o cancer de pele ndo-melanoma é o tipo de cancer mais comum,
corresponde a cerca de 95% de todos os tipos de cancer de pele e 25% de todo o
tipo de tumor maligno. O diagndstico precoce permite tratar lesbes logo nos
primeiros estagios da doenga, melhorando as condi¢cbes do paciente. Assim, € de
grande importancia desenvolver técnicas para auxiliar o diagnéstico, como a
fluorescéncia marcada. Ela consiste em usar substancias fotossensiveis como
biomarcadores e analisar sua resposta de fluorescéncia a excitagdo por luz. O uso
do acido aminolevulinico (ALA) € de interesse para tal, pois apresenta seletividade
para formacgéo da protoporfirina IX (PpIX) em células alteradas, substancia esta que
apresenta boa resposta de fluorescéncia a excitagdo por luz (regido do UV-Azul).
Para um diagnéstico adequado, portanto, € necessario entender melhor o
comportamento da luz em meios turbidos, como a pele. Assim, o objetivo do estudo
€ investigar fendbmenos envolvidos com esta técnica in vitro e in vivo. Para a analise
in vitro foi usado um phantom de pele contendo 2% de nanquim, 1% de Lipofundin®
e 5% BRIJ-35. Um derivado de porfirinas (Photogem®) foi inserido no interior dessa
solucdo e excitado de formas diferentes para estudar o comportamento da
fluorescéncia, da luz de excitacdo e de ambas. No ensaio clinico, solugdes de ALA
(5% e 10%) foram aplicadas em lesbes de pele malignas e potencialmente
malignizaveis, e em intervalos regulares de tempo (15, 30, 45 e 60 minutos), as
imagens de fluorescéncia foram coletadas com o protétipo de um sistema de
diagndstico por imagem de fluorescéncia. A diferente atenuagdo dos comprimentos
de onda envolvidos foi quantificada in vitro. Verificou-se que o limitante do
diagnostico é a luz de excitagdo, sua penetragdo limitada em meios turbidos impede
que esta chegue a camadas profundas do tecido com uma intensidade suficiente
para excitar o centro fluorescente, de modo que a fluorescéncia emitida possa ser
detectada na superficie do tecido. Na investigacao in vivo, o ALA proporcionou uma
fluorescéncia marcada que distinguiu significantemente a pele normal da tumoral e
as lesdes de pele pré-malignas foram identificadas através de sua autofluorescéncia.
A técnica de diagnoéstico contribuiu também para a identificacdo das bordas da
lesdo, o que é muito importante para um tratamento eficaz.

Palavras-chave: Cancer de pele. Diagnéstico. Fluorescéncia. Fotossensibilizador.

Phantom de pele.






ABSTRACT

ANDRADE, C.T. Identification of skin lesions through aminolaevulinic acid-
mediated photodynamic detection. 2011. 109 p. Dissertagdo (Mestrado em
ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Séo
Carlos, 2012.

Non melanoma skin cancer is the most common cancer lesion in Brazil. It represents
about 95% of all skin cancer lesions, and 25% of tumor types. Early diagnosis allows
treatment of lesions in the initial stages of the disease, improving patient's condition.
Thus, it is of great importance the development of techniques to aid diagnosis, such
as marked fluorescence. This technique consists in using photosensitive substances
as biomarkers and analyzing their fluorescence response to light excitation. The use
of aminolevulinic acid (ALA) as a biomarker precursor is interesting because it shows
selectivity for protoporphyrin IX (PplX) formation in abnormal cells. This substance
shows high fluorescence yield when excited with UV-blue range of light spectrum.
For an appropriate diagnosis, therefore, better understanding of light propagation in a
turbid media, such as skin, is needed. This study aim is to investigate the
phenomena involved with this technique in vitro and in vivo. For in vitro analysis, a
skin phantom containing 2% India ink, 1% Lipofundin® and 5% BRIJ-35 was used. A
haematoporphyrin derivative (Photogem®) was placed into this phantom and excited
using different setups to study fluorescence propagation and the excitation light, both
individually and simultaneously. In the clinical trial, ALA water solutions (in 5% and
10% concentration) were applied to malignant and pre malignant skin lesions. At
regular time intervals (15, 30, 45 and 60 minutes), fluorescence images were
collected with a prototype system for fluorescence imaging. Attenuation for different
wavelengths was quantified in vitro. Results show that the limiting factor for diagnosis
is the excitation light penetration in turbid media — the short penetration of UV-blue
light avoids it to reach deeper tissue layers with sufficient intensity to excite the
fluorescence sources, so that the fluorescence detected on the tissue surface comes
from a limited depth. For in vivo research, ALA has provided a marked fluorescence
that allowed distinguishing, significantly, normal and tumor skin. Pre-malignant
lesions were identified by own autofluorescence, not requiring biomarking. The
diagnostic technique also helped to better determine lesion edges, which is very
important for effective treatment of malignant/pre-malignant lesions..

Key-words: Skin cancer. Diagnosis. Fluorescence. Photosensitizer. Skin phantom
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1 INTRODUGCAO

1.1 Cancer de pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano. Ela envolve todo o corpo,
delimitando o meio externo. E dividida em epiderme (camada externa) e derme
(camada interna). Tem as fungbes de regulacédo térmica, barreira contra agentes
infecciosos (virus e bactérias), barreira contra produtos quimicos e fisicos, e é

responsavel pela reserva de agua, vitamina D e gordura1.

No Brasil e no mundo, o cancer de pele é o tipo de cancer mais comum. Ele
pode ser dividido em dois grandes grupos: melanoma e nao-melanoma. O grupo
ndo-melanoma € a grande maioria, corresponde a cerca de 95% de todos os tipos

de céncer de pele e 25% de todo o tipo de tumor maligno no Brasil™2.

Os fatores de risco para esse tipo de cancer envolvem caracteristicas
individuais tais como tipo de pele, propensao a queimaduras, incapacidade para
bronzear, historico familiar, nivel de exposi¢cao solar intermitente e cumulativa ao

longo da vida>*.

O tipo de cancer de pele nao-melanoma mais comum €é o carcinoma
basocelular (CBC). Tem origem nas células basais da epiderme. Sua ocorréncia &
maior em pessoas de meia idade e idosos de pele clara e seu surgimento tem
relacdo direta com a exposicdo da pele a radiagdo solar durante a vida. Aparece,

z

normalmente, em areas do corpo expostas ao sol como o rosto e o pescogo. E um

tumor que se desenvolve lentamente e, em geral, ndo apresenta metastase® *’

Devem ser consideradas, também, as lesbes de pele ndo malignas, como a

queratose actinica e a queratose seborréica.
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A queratose actinica € uma displasia cutdnea da epiderme. Desenvolve-se
devido ao efeito cumulativo da radiacdo ultravioleta a partir da exposi¢ao solar.
Ocorre, principalmente, em pessoas com a pele clara e idade avangada. Tem maior
incidéncia nas areas da pele continuamente expostas ao sol: face, couro cabeludo,
bracos e méos. Com uma formacgéo provavelmente genética, a queratose seborréica
apresenta uma maior incidéncia no tronco e no rosto. Suas lesées tém um aspecto

verrugoso, superficie irregular e uma consisténcia mole*®.

Prevencgao e detecgéo sao os grandes desafios ao lidar com cancer de pele: a
prevencédo depende, principalmente, do uso de protetor solar e deve ser iniciado
ainda na infancia, pois a exposicdo solar cumulativa e excessiva nesse periodo
aumenta o risco de desenvolvimento do cancer, mostrando ser essa uma fase
vulneravel aos efeitos nocivos do sol; o diagndstico precoce pode evitar o
agravamento da situagdo com minimizacédo indireta dos custos, da complexidade do

tratamento e morbidade do paciente® 58,

O diagnéstico das lesdes em pele € iniciado com uma visualizagcao da pele
sob iluminag&o branca durante o exame clinico. Quando o dermatologista detecta
uma leséo, o exame visual e a palpagdo sdo mais detalhados para a identificacéo
das caracteristicas clinicas. Outra técnica para analisar a lesdo € o uso do
dermatoscopio, equipamento que aumenta o tamanho da area analisada de 10 a 40
vezes, o que possibilita uma melhor percepcdo de detalhes da lesao®. Nos casos
onde ha suspeita de malignidade, coleta-se uma amostra da lesdo através da
curetagem e da biopsia incisional ou excisional (totalidade da les&o), para avaliagcéo

laboratorial.

O diagnéstico histopatoldgico, realizado no material processado da amostra
tecidual coletada pela bidpsia e sob avaliagdo em microscopia Optica, € considerado
0 padrao-ouro para analise tecidual. As caracteristicas clinicas das lesdes em
estagios iniciais podem ser semelhantes, dificultando a discriminagcédo entre os varios
tipos. Além disso, existe uma variabilidade entre a habilidade dos profissionais no
reconhecimento das caracteristicas de discriminagdo da lesdo. A bidpsia € uma
técnica invasiva e, a depender do tamanho e heterogeneidade da leséo, pode n&o
ser representativa. Ela também nao distingue as bordas da les&o, o que € de

fundamental importancia para o tratamento, pois a lesdo pode se estender além da
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margem clinicamente aparente. Como as lesbes sdo em areas de relevancia
cosmética, como a face, o tratamento deve remover a minima quantidade de tecido

saudavel possivel®°.

A deteccdo das lesbes empregando parametros de iluminacao/visualizagédo
especifica apresenta o potencial de aumentar o poder de discriminagéo dos tecidos
(diagnéstico éptico), com menor ou nenhum grau de invasdo tecidual '"*2. Por isso,

tais técnicas podem contribuir de maneira efetiva no diagnéstico de lesdes.

1.2 Interagao da luz com o tecido

As técnicas 6pticas para detecgéo de lesdes na pele usam a luz para auxiliar
o diagnostico, pois o tecido biolégico possui um elevado numero de moléculas que
interagem diferentemente com ela: sdo os denominados cromoforos. As interagbes
da luz com o tecido biolégico s&o alteradas pelas composi¢cdes bioquimicas e
estruturais do tecido. As técnicas Opticas apresentam, portanto, um potencial de
discriminagao tecidual. Os sistemas opticos s&do baseados em um ou mais tipos de

interacéo luz-tecido: reflexao, transmissao, espalhamento e absorgéo (Figura 1).

A reflexdo ocorre quando a luz é refletida da superficie do tecido com um
angulo igual ao angulo de incidéncia em relagdo a normal. Transmissédo é quando a
luz atravessa a camada de tecido e pode ser detectada do outro lado, sem sofrer
absorcao, espalhamento ou reflexdo. O espalhamento ocorre quando a luz sofre
varias mudangas de direcdo dentro do tecido devido aos diferentes indices de
refracdo dos componentes bioldgicos. A absorcao deve-se a uma conversao parcial
da energia luminosa em vibragcdo molecular e luminescéncia pelas moléculas

absorventes ¥4,
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Figura 1 - Esquema das principais interagdes da luz com o tecido biolégico. (A) representa a
fluorescéncia, a transmissao primaria (direta, sem espalhamento no meio) e a transmissao
difusa (indireta, sofre espalhamento no meio). (B) representa a reflexdo difusa (angulo de
reflexdo diferente do angulo de incidéncia), a reflexdo especular (dngulo de reflexdo igual
ao angulo de incidéncia), a absorgéo e a reflexdo total interna (ocorre devido a diferenca
no indice de refragéo) — (figura modificada de Pratavieira e colaboradores, 2011 )14.

1.3 Diagnéstico optico por fluorescéncia

Para o diagnostico éptico por fluorescéncia, a absorgéo é a principal interacao
entre a luz e o tecido. Ap6s absorver a energia luminosa, os elétrons do croméforo
biol6gico vao para um nivel eletrénico superior de energia (Sn), que € mais instavel.
Para recuperar a estabilidade, as moléculas excitadas reemitem o excesso de
energia sob forma de luz (luminescéncia). A luminescéncia pode ser dividida em

fosforescéncia e fluorescéncia, dependendo da natureza do estado excitado™®.

Se a energia é reemitida a partir do primeiro estado singleto excitado (S1), o
fendmeno corresponde a fluorescéncia. No estado singleto, o elétron excitado esta
pareado (orientacéo de spin diferente) ao elétron do orbital de menor energia (S=0).

Nesse caso, a transicdo entre os orbitais é “permitida” pelas leis da mecanica
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quéntica (ou seja, tem alta probabilidade de ocorréncia) e a emisséo espontanea da
radiacdo ocorre em alguns nanossegundos. Nos casos em que alcanga um estado
tripleto, o elétron excitado efetuou um cruzamento intersistema, transicdo nao-
radiativa entre estados de diferentes multiplicidades, e estd desemparelhado
(mesma orientacdo de spin) com relagdo ao elétron do orbital de menor energia
(S=0). Nesse caso, o retorno ao estado fundamental é “proibido” pelo spin (ou seja,
tem baixa probabilidade de ocorréncia), mas acaba ocorrendo devido ao cruzamento
intersistema. Assim, as moléculas podem emitir fracamente, e a emissao
espontanea persiste por longos intervalos de tempo (fosforescéncia)'®'®. A Figura 2
apresenta o diagrama de Jablonski modificado, onde ha uma representacédo dos

niveis de energia e das transi¢cdes eletrbnicas que ocorrem entre eles.
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Figura 2 - Diagrama de Jablonski modificado. (A) absor¢do de um féton, (Sy) estado fundamental, (Sn)
estado excitado singleto, (S;) primeiro estado excitado singleto, (RV) relaxamento
vibracional, (Cl) cruzamento interno, (CSI) cruzamento intersistemas, (F) fluorescéncia, (P)
fosforescéncia, (Tn) estado excitado tripleto®.

No processo de absor¢cdo de energia ocorre a interagdo do elétron no estado
fundamental (S=0) com o féton. O elétron passa, entdo, para um estado de maior
energia. Em gases sob condi¢cdes de baixa temperatura e presséo, o féton emitido
pelo elétron quando este retorna para o estado fundamental tende a ter a mesma

energia do féton absorvido (fluorescéncia ressonante), devido a baixa interacéo
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entre as moléculas. Esse processo nédo ocorre, entretanto, onde a interacdo entre
elas € maior, como em moléculas ndo gasosas e/ou com pressédo e temperatura
mais elevadas. Nesses casos, a fluorescéncia ocorre, em geral, a partir do menor
nivel vibracional do estado excitado, devido a energia vibracional ter se dispersado
através de colisbes intermoleculares. Assim, a emissao ocorre com energia inferior a
do féton absorvido, o que desloca a fluorescéncia para regibes de maiores
comprimento de onda do espectro eletromagnético. O espectro de emisséo
resultante da fluorescéncia tem a estrutura eletrbnica caracteristica da molécula,

sendo por isso empregado para a caracterizacédo e identificacdo desta’"®.

O tecido biolégico é considerado um meio turbido. Isso implica em uma maior
ocorréncia de espalhamento e absorgdo do que de fluorescéncia. Quando a luz
monocromatica, utilizada na excitagdo, incide no meio turbido, esta pode ser
absorvida ou espalhada. Se absorvida, a luz pode converter-se em fluorescéncia
que, por sua vez, passara pelo meio turbido, podendo ser novamente absorvida ou
espalhada. Somente sera detectada pelo aparelho utilizado para o diagnoéstico a
fluorescéncia que sair pela superficie do tecido, e ela ndo sera resultado unicamente
da emisséo dos fluoroforos presentes, mas sim uma contribuicdo dos absorvedores

e espalhadores teciduais'’'8 2021,

Ha moléculas dentro da pele, que sédo responsaveis por fazer com que esta
apresente essa fluorescéncia naturalmente, o que ¢é denominado por
autofluorescéncia da pele. A autofluorescéncia € produzida pelos fluoréforos
endogenos (tipo de cromoforo que absorve luz e emite fluorescéncia). Colageno,
elastina, queratina e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), sdo exemplos de
fluoréforos. A presenca de lesdo na pele altera a concentracéo destes fluoréforos, o
que modifica a autofluorescéncia do tecido. Assim, as técnicas de diagndstico por

fluorescéncia séo sensiveis as alteracdes teciduais®.

Técnicas que utilizam fluorescéncia como ferramenta, como imagem e
espectroscopia de fluorescéncia, representam um método promissor na deteccao de
lesdes com base apenas nas propriedades Opticas do tecido. S&o, portanto,
métodos n&o-invasivos de diagnostico. A diferenca entre elas é que a
espectroscopia de fluorescéncia fornece uma analise puntual do tecido, cuja

intensidade € mais facilmente quantificavel e permite avaliagdo espectral imediata,
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enquanto o diagnéstico por imagem fornece uma analise em um campo amplo de

visdo, 0 que permite delimitar as bordas da les&0?°.

1.4 Deteccgao Fotodinamica

A fotodetecgcdo empregando um marcador exégeno pode aumentar o poder
de contraste entre o tecido lesionado e o tecido sadio. Na fluorescéncia marcada, o
acido aminolevulinico (ALA, do inglés aminolaevulinic acid) — precursor da
protoporfirina IX (PplX) — & topicamente aplicado na pele. O ALA é um agente
hidrofilico que penetra nas células através de transporte ativo. Esse processo € lento
e depende do pH e da temperatura, mas sao um pouco mais acelerados em células
tumorais. Para facilitar a penetragdo do ALA e o posterior acumulo da PplX, na
aplicacao toépica sao misturados componentes que facilitam a penetragdo do pré-
farmaco, dimetilsulféxido (DMSO), e que inibem a enzima ferroquelatase, o acido
etilenodiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid, ou EDTA). A inibicdo da
ferroquelatase € necessaria porque sua acédo impede o acumulo das moléculas
formadas de PplX, transformando-as em outras moléculas cujo excesso sera

degradado pela prépria mitocondria por um mecanismo de feedback negativo 2

A PplX €& um fotossensibilizador (FS) enddégeno que ocorre naturalmente nas
células, na rota biossintética do grupo heme, porém, em pequena quantidade. Apds
o ALA penetrar na célula, este entra na biossintese do grupo heme e estimula a
formacao da PplX. Esse FS tem propriedades de fluorescéncia caracteristicas e seu
acumulo preferencial em tecidos alterados permite seu uso como ferramenta auxiliar
de diagnostico. Essa preferéncia no acumulo ndo € bem compreendida, mas pode
ser causadas pela alteracdo na penetracdo das membranas das células anormais e
pela imaturidade das fibras de colageno que integram a lesdo — essas fibras
possuem grande capacidade de ligacao com as porfirinas, que as torna sitios de

actimulo e retengdo do FS — entre outros fatores®*%.
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Regi6es com maior acumulo de ALA mostram uma grande fluorescéncia
induzida, enquanto essa fluorescéncia € muito mais fraca nas regides de menor
acumulo — aquelas com quantidades normais de PplX. Para realizar o diagnoéstico,
apo6s a administracdo do ALA no local desejado e a espera de um intervalo de tempo
para a producédo e acumulo da PplX no tecido, a pele € irradiada com luz na regiao
UV-azul, visando melhor eficiéncia na emisséo de fluorescéncia (Figura 3). Sob esta
excitacdo, o fotossensibilizador apresenta uma fluorescéncia vermelha intensa cujo
contraste com a das células ndo-marcadas é bastante evidente®* 2%’ Essa técnica

de diagndstico 6ptico empregando o ALA é conhecida como detecgéo fotodinamica.
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Figura 3 - Espectro de absorbancia da PplIX (Figura modificada de Torezan e colaboradores, 2009)24.

1.5 Objetivos

As técnicas de diagnéstico 6ptico por fluorescéncia tém sido apresentadas

como opgdes extremamente atrativas, tanto para a detecgdo de lesdes de pele®"

26-27

quanto no acompanhamento da terapia fotodinamica“>™“’, por serem métodos nao-

invasivos e apresentarem uma resposta rapida.
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O principio basico de funcionamento dessas técnicas é a interacao da luz com
o tecido biolégico. O tecido, por sua vez, € um meio turbido e a luz sofre modificagao
ao percorré-lo. Portanto, a fluorescéncia, que é resultado de uma dessas interagdes,
também sofre modificacdo ao percorrer 0 meio até ser detectada na superficie do

tecido.

Outro ponto importante € a presenca de fotossensibilizador (FS) no tecido. Os
FS sao compostos que emitem uma fluorescéncia caracteristica ao serem excitados
com determinados comprimentos de onda. Na terapia fotodindmica (TFD), a
degradacgado do FS presente no tecido tumoral é acompanhada para se saber, em
tempo real, a resposta do tumor a terapia. No diagnostico fotodindmico, é a
formacao do FS que € acompanhada para aumentar o poder de discriminacao da
lesdo tecidual. Portanto, conhecer a dindmica de formacgao e degradacédo do FS é
muito importante quando se deseja estudar os processos fotodinAmicos com base

na fluorescéncia.

Esse € um tema complexo, pois envolve varios processos metabdlicos como
a reposicdo de oxigénio no tecido tratado, dindmica de penetragdo da pré-droga,
formacao do fotossensibilizador a partir do farmaco administrado e sua posterior
degradacao ao reagir com a luz. Na tentativa de acompanhar todo esse processo,
como € o enfoque desse estudo, devem ser consideradas apropriadamente as
modificagdes sofridas pela fluorescéncia ao longo do caminho percorrido, desde sua

emissao por estes FS até sua detecgao na superficie tecidual.

Diferentes pesquisas tém sido feitas nessa area, com o objetivo de melhor
entender a propagacdo da luz no tecido biolégico e, assim, tornar a deteccédo de
tumores e a TFD mais eficientes. Como, por exemplo, usar o método de Monte Carlo
para simular a fluorescéncia da PplX, produgédo de oxigénio singleto e a distribuicao

temporal e espacial desses componentes no tecido?®?°

, OU, apenas simular a
propagacdo do féton de luz no tecido biologico®. Ha novos algoritmos que s&o
desenvolvidos para descobrir a distancia entre a parte superior do centro
fluorescente no interior do tecido e a dptica de coleta presente na superficie31 e para
estudar a difusdo do acido aminolevulinico (ALA) em um tecido com lesdo™.
Modelos matematicos também s&o desenvolvidos para auxiliar a detec¢ao de cancer

em diversos tipos de tecido de uma forma quantitativa33. Ha ainda métodos para
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diagnosticar precocemente céncer de pele em estagios iniciais, utilizando a
autofluorescéncia do tecido ou a marcacdo da pele com o uso do ALA, essa
deteccao pode ser feita através da espectroscopia de fluorescéncia ou da imagem

de campo amplo®+2°.

O Instituto de Fisica de Sao Carlos é pioneiro no trabalho com terapia
fotodinamica e diagnoéstico fotodindmico no Brasil, com o intuito de melhor entender
e aprimorar essas técnicas. Os estudos comegaram em 1997 e desde entéo,
diversos trabalhos clinicos e em laboratorio foram feitos com o objetivo de melhorar
a técnica e os protocolos de tratamento em diversos tipos de lesdes, como hepatica,
de pele, esdfago e ginecologicas' 1718 338 Foj desenvolvido também um sistema
optico de por imagem de campo amplo de fluorescéncia para deteccéo e tratamento
de cancer de pele® e assim criou-se um projeto nacional para difundir a terapia e o

diagndstico fotodinamico pelo pais.

O objetivo desse estudo é fazer uma abordagem simplificada sobre a analise
da fluorescéncia de um phantom de pele na presenca de um fotossensibilizador
(Photogem®) para melhor entender o que se observa nos sistemas de diagndstico
por fluorescéncia. O modelo desenvolvido nesse estudo apresentara uma analise
mais qualitativa do que ocorre no tecido, pois as simplificacdes nele assumidas, para

viabilizar a analise, dificultam a quantificacdo precisa das modificacdes teciduais.

Em uma segunda etapa, sera apresentado um estudo clinico que tem como
objetivo detectar lesdes malignas ou pré-malignas de pele, através da formacéo de
um fotossensibilizador produzido endogenamente (protoporfirina IX) ap6s inducao
pelo precursor ALA tépico e utilizando um sistema de diagndstico por imagem de

campo amplo de fluorescéncia, portatil e de facil manuseio.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Estudo In Vitro

Esse estudo consiste em analisar o comportamento da luz em um meio
turbido simulando as propriedades Opticas teciduais, visando uma melhor
compreensao dos fendbmenos envolvidos na técnica de diagnéstico éptico por

fluorescéncia.

2.1.1 Meio

Para os estudos in vitro foi usado 400 m/ de um phantom liquido de pele
(meio que simula as propriedades 6pticas da pele), composto de 2% de nanquim,
1% de Lipofundin® - uma solucdo de gordura que proporciona energia e acidos

1*° utilizado no

graxos essenciais a pacientes que requerem nutricdo parentera
phantom como espalhador - e 5% BRIJ-35, um detergente ndo ibnico utilizado para

ajustar o coeficiente de absorgéo do meio*’.

As caracteristicas do phantom estdo apresentadas na Figura 4, onde A

representa a fluorescéncia do phantom de pele e B caracteriza sua absorc¢ao.
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Figura 4: Caracteristicas do phantom liquido de pele. (A): Fluorescéncia e (B): Absorbancia.

2.1.2 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador usado in vitro foi o Photogem® um conjunto de
oligbmeros derivados da hematoporfirina cuja molécula € semelhante a PpIX. Um
volume de 0,16 ml do FS, em concentracéo de 250ug/ml, foi posicionado no interior
das solugdes e iluminado de formas diferentes para estudar o comportamento da
fluorescéncia coletada, da luz de excitacdo entregue e de ambas simultaneamente
(situacao observada no sistema de diagndstico por imagem). O arranjo experimental

é descrito na seg¢ado 2.1.5.

A escolha do Photogem® como composto fluorescente foi realizada, pois a
deteccéo de derivados de porfirina é importante tanto no caso da autofluorescéncia
das lesbes cutaneas, como no da identificacdo de PplIX no tecido. As lesbes
apresentam uma maior concentracdo de porfirinas em comparagdo com o tecido
sadio correspondente e a PplX é um composto celular cuja produgéo é induzida em

um protocolo de terapia fotodinamica.
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2.1.3 Sistema de fluorescéncia

O dispositivo utilizado para excitagao, tanto na regidao do verde quanto na do
azul do espectro visivel, e coleta da fluorescéncia foi o protétipo de um sistema de
diagndstico por espectroscopia de fluorescéncia. Esse dispositivo € constituido de
um espectrdmetro USB2000 (Ocean Optics®, EUA), que permite a avaliacdo de
fluorescéncia em uma faixa espectral entre 350 nm e 1000 nm; duas fontes de
excitacdo - um laser Nd*:YAG dobrado (emitindo em 532 nm) e um laser de
semicondutor que emite em 408 nm; e uma sonda de investigacao do tipo Y (Ocean
Optics®, EUA) composta de duas fibras épticas de 600 pm, sendo uma a que
entrega a luz de excitacdo e a outra responsavel pela coleta da luz reemitida. Um
filtro foi usado para remover a luz retroespalhada para que apenas a emissao da
fluorescéncia fosse registrada. O espectrdmetro foi acoplado a um computador para
aquisicao e armazenagem os dados do espectro‘”. A Figura 5 mostra a imagem do

sistema.

Figura 5 - Sistema de diagnéstico por espectroscopia de fluorescéncia.
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2.1.4 Aparato experimental

Para a realizacdo das medidas, foi utilizado um recipiente de vidro de 15 cm
de largura por 15 cm de comprimento e 8 cm de altura, com paredes de 2 mm de
espessura, e um orificio de 1 cm de didmetro e 2 mm de profundidade no centro.
Uma laminula de microscopia foi colocada na base e outra sobre o orificio, de modo

que o FS ficasse confinado.

Para afastar a fibra de excitagdo e/ou fibra coletora foi usado um parafuso

micrométrico, cujo passo é de 63,5 um.

2.1.5 Montagem experimental in vitro

A Figura 6 ilustra a montagem experimental para o estudo da coleta da
fluorescéncia do Photogem® e para o estudo da difus&o da luz de excitacédo (verde e

azul) no phantom preparado.

= | micrometro

Fibra de coleta ou de excitagdo =

Computador

photogem

Fibra de coleta ou de excitagio

Figura 6 - Montagem experimental 1: Para o estudo da coleta da fluorescéncia do Photogem® e para o
estudo da modificagdo da luz de excitacado (verde e azul) no phantom preparado.
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Leitura empregando o afastamento da fibra de coleta da fonte emissora de

fluorescéncia

Para excitar a fluorescéncia do Photogem®, a ponteira do aparelho de
diagnostico por imagem foi posicionada embaixo da caixa de vidro, diretamente sob
a amostra de Photogem®, e a fibra do sistema de espectroscopia, usada na coleta
do sinal de fluorescéncia, foi colocada dentro do liquido, encostada na amostra de
fotossensibilizador. Com isso, a ponteira do aparelho de diagndstico permaneceu
fixa, e o espectro de fluorescéncia do Photogem® foi coletado em diferentes

profundidades dentro do meio pela fibra de coleta do sistema de espectroscopia.

No inicio das medidas, a fibra coletora do sistema de espectroscopia
encontrava-se encostada perpendicularmente ao centro fluorescente (Photogem®),
situagdo em que apenas uma pelicula do meio estava presente entre eles e, assim,
simular que a fibra coletora e o fotossensibilizador encontravam-se na superficie do
tecido. Os espectros de fluorescéncia foram coletados nesta posigcéo, e a fibra de
coleta foi afastada do FS, com uso do parafuso micrométrico, com coletas adicionais
realizadas a intervalos de 63,5 ym de distancia, simulando o efeito de camadas de
tecido entre a coleta e o centro emissor. As medidas se repetiram a cada volta do
parafuso micrométrico (correspondente ao intervalo de 63,5 ym) até que o espectro
de fluorescéncia do Photogem® nao pudesse mais ser detectado. Por este processo,
observamos as modificagdes sofridas pelo espectro de fluorescéncia do Photogem®

dentro do meio.

Leitura empregando o afastamento da fibra de excitagdo da fonte emissora de

fluorescéncia

Para estudar a modificacao sofrida pela luz de excitagcdo dentro do meio, a
fibra de deteccao do sistema de espectroscopia foi colocada embaixo da caixa de

vidro e posicionada perpendicularmente a amostra de FS, e a fibra de excitagdo do
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sistema, com luz na regido do azul (408 nm) e/ou na regido do verde (532 nm), foi
colocada dentro do liquido, também encostada perpendicularmente sobre a amostra.
Os espectros de fluorescéncia foram coletados nesta posicéo, e a fibra de excitacéo
foi afastada do FS, com uso do parafuso micrométrico, com coletas adicionais
realizadas a intervalos de 63,5 ym de distancia, simulando o efeito de camadas de
tecido entre a excitagéo e o centro emissor. As medidas se repetiram a cada volta do
parafuso micrométrico, até que o espectro de fluorescéncia do Photogem® nao
pudesse mais ser detectado. Por este processo, observamos as modificagdes
sofridas pelo espectro de fluorescéncia do Photogem® devido & distancia entre a

superficie onde a luz de excitagao incide e o centro emissor de fluorescéncia.

Leitura empregando o afastamento simultaneo da fibra de excitagdo/coleta da fonte

emissora de fluorescéncia

Com o objetivo de simular a analise realizada quando s&o empregadas a
excitacdo e a coleta na superficie do tecido, foi feita uma montagem experimental
utilizando a fibra tipo Y do sistema de espectroscopia inserida dentro do liquido.
Essa fibra foi usada para excitar (no azul, 408 nm) e coletar a fluorescéncia emitida

pelo Photogem®ao mesmo tempo e em diferentes profundidades (Figura 7).

No inicio das medidas, a fibra tipo Y do sistema de espectroscopia
encontrava-se encostada perpendicularmente ao centro fluorescente, simulando que
ambos estivessem posicionados sobre a superficie do tecido. Os dados da
intensidade do espectro de fluorescéncia foram coletados. Com o parafuso
micrométrico, a fibra foi afastada e, novamente, os dados da intensidade do espectro
de fluorescéncia foram coletados. O procedimento se repetiu até que o espectro de
fluorescéncia do Photogem® n&o fosse mais detectado. Deste modo, observamos as
modificacdes sofridas pelo espectro coletado de fluorescéncia do Photogem® em
uma situagcdo onde tanto a luz de excitacdo como a fluorescéncia emitida

percorreram caminhos opticos no phantom.
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Figura 7 - Montagem experimental 2: Afastamento simultdneo da fibra de excitagdo/coleta da fonte
emissora de fluorescéncia.

2.2 Estudos In Vivo

Esta fase do trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficiéncia do
diagnéstico fotodindmico mediado por acido aminolevulinico em solugdo na

identificacéo de lesdes cutaneas.

2.2.1 Pacientes e Casuistica

Foram incluidos pacientes, de ambos os sexos, com idade entre 45 e 91
anos, caucasianos, com lesdes de pele dos tipos carcinoma basocelular, queratose
actinica e queratose seborréica (Figura 8), atendidos no Departamento de Pele do
Hospital Amaral Carvalho e no Programa de Prevengao de Melanoma da cidade de

Jau, que seriam, posteriormente, submetidos a cirurgia. Para a realizagcdo desta
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parte do estudo envolvendo seres humanos, o projeto de pesquisa obteve a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Hospital Amaral
Carvalho (CEPFHAC 123/2010. Apéndice 1).0s pacientes e seus acompanhantes
foram orientados de forma verbal e escrita e assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido para a participacdo no estudo clinico (Apéndice 2).

Figura 8 — Imagem sob iluminagéo branca das lesdes incluidas no estudo: lesdes A, B e C. Carcinoma
basocelular, queratose actinica e queratose seborréica, respectivamente.

2.2.2 Medicamento

O pro-farmaco usado foi o acido 5-aminolevulinico (5-ALA - FSUESCC
“‘NIOPIIK” B SADAVAYAd. 1K4, Moscou, Russia), manipulado nas concentragdes de
5% e 10% em solucdo de agua Milli-Q contendo 3% de dimetilsulféxido (DMSO),
facilitador da penetracgo do ALA no tecido,b e 1 mM de acido
etilenodiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid, ou EDTA), composto
que inibe a enzima ferroquelatase, permitindo maior concentragdo da protoporfirina
IX (PplX), o biomarcador fluorescente utilizado neste estudo. A formacdo do
fotossensibilizador PplX ocorre nas mitocdndrias a partir do ALA, no processo de

biossintese do grupo heme*?*3,
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2.2.3 Sistema de fluorescéncia

O equipamento utilizado para a avaliagdo da fluorescéncia in vivo é um
protétipo de um sistema de diagnéstico por imagem de campo amplo de
fluorescéncia. Esse aparelho foi desenvolvido em parceria entre a Escola de
Engenharia de Sédo Carlos (EESC-USP) e o Laboratério de Biofotonica do Instituto
de Fisica de Sao Carlos (IFSC-USP).

A Optica do dispositivo para visualizacdo do sinal de fluorescéncia é
constituida por sistemas de iluminacdo e de filtros. O sistema de iluminacéo é
composto por um conjunto de LEDs com emissdo em (400+20) nm e intensidade de
50 mW/cm?. O sistema de filtros é um arranjo de 3 filtros opticos: um filtro utilizado
na excitagcao (filtro passa-banda, com um intervalo de 390nm a 460 nm), um filtro
dicréico e um filtro utilizado na emisséo da fluorescéncia (filtro passa-alto, que
transmite a partir de 475 nm até 800nm). Esse arranjo de filtros dpticos foi elaborado
de modo a viabilizar a melhor visualizagdo possivel do contraste (diferenca entre
cores e intensidades) da fluorescéncia emitida nas regides do verde e vermelho do

espectro visivel® %,

Uma camera fotografica digital colorida (Sony DSC-H50) foi acoplada através

de um adaptador para aquisicdo das imagens.

A Figura 9 mostra o sistema de diagnéstico por imagem de fluorescéncia. Em
A, é possivel observar o equipamento e em B, a ponteira de diagnoéstico, de onde

podemos obter as imagens de fluorescéncia.
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DIAGNOSTICO TRATAMENTO

Figura 9 - Sistema de diagnéstico por imagem de fluorescéncia. (A): Visao frontal e (B): Ponteira de
visualizagdo da fluorescéncia, utilizada no diagnéstico.

2.2 .4 Protocolo Clinico

Apds triagem dos pacientes pela Dra. Ana Gabriela Salvio, médica
dermatologista da Fundacé&o Hospital Amaral Carvalho, de Jau, os mesmos foram
convidados a participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido.

Foram investigados 43 pacientes, sendo 71 lesbes cutaneas: 29 CBCs, 31

queratoses actinicas e 11 queratoses seborréicas.

Foram preparadas solugbes de 5% ou 10% de ALA, colocadas em banho-
maria para dissolugao total do ALA. A solucao foi mantida em temperatura ambiente,

ao abrigo da luz até o momento do uso.

As lesbes foram previamente higienizadas com clorexidina em sab&o. Depois,
os pacientes foram avaliados em uma sala escura para evitar a fotodegradacéo da
PplX formada durante a sensibilizacdo, e para evitar que a luminosidade externa

interferisse na coleta das imagens de fluorescéncia.
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Com uso de algodao, foi espalhado ALA solucédo 5% em 54 lesdes (21 CBCs,
22 queratoses actinicas e 11 queratoses seborréicas) e ALA solu¢cdo 10% em 17
lesdes (8 CBCs e 9 queratoses actinicas). As solu¢des foram espalhadas nas lesbes
e nas bordas. Apés a aplicagdo do pro-farmaco, as lesées foram protegidas da luz
por um curativo. As imagens foram coletadas em intervalos regulares de tempo (15,
30, 45 e 60 minutos). Nesses tempos, o curativo que protegia a lesdo da
luminosidade era retirado, as imagens coletadas e o curativo era recolocado na
lesdo. O registro das imagens das lesdes (com iluminagéo branca) de cada paciente
foi feito com a camera fotografica digital. As imagens de fluorescéncia foram
coletadas com o sistema de diagnéstico por fluorescéncia acoplado a camera
fotografica. Todas as imagens foram obtidas com uma lente macro de 74 mm e

utilizou-se o aumento 6ptico da camera de 6x.

Para quantificar a formacao da PplX, foi usado um algoritmo de quantificagédo
da PplX escrito em Matlab® 7.5 (The MathWorks, EUA). O algoritmo consiste em
quantificar a intensidade da matriz de cores R na imagem RGB como mostra o

diagrama de blocos da Figura 10.
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Figura 10 — Diagrama de blocos correspondente a rotina do programa de Matlab®

2.2.5 Estatistica

A distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para
comparar as diferencas das lesdes e do tecido normal antes e apos a aplicacéo do
ALA (diferenga intragrupo) foi utilizadoo Teste T-Student pareado e para
comparacao intergrupos (diferenga entre lesdo e tecido normal) foi utilizado o Teste

T-Student n&o pareado.

Para analise estatistica foi utilizado o software Statistica for Windows Release
7 (Statsoft Inc., Tulsa, Ok, USA). O nivel de significancia estatistica empregado foi
de 5% (p<0.05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo In vitro

3.1.1 Afastamento da fibra de coleta da fonte emissora de fluorescéncia

O centro fluorescente (Photogem®) foi excitado com um laser com
comprimento de onda 408 nm, e um espectro de fluorescéncia, representado pela
funcdo dependente do comprimento de onda Gy(A), foi coletado. Com o aumento da
distancia entre o detector e o centro fluorescente, o espectro de emissdo da

fluorescéncia é modificado de acordo com a equacéo (1).

G(Az) = Go(A)E(A,2), (1)

onde G(A,z) é o espectro detectado em determinada profundidade e é(A,z) € um valor
de correcao espectral que depende do coeficiente efetivo (ues) do meio, da distancia
entre o detector e o centro emissor e do comprimento de onda (equacao 2). O yeré
resultante dos coeficientes de espalhamento e absorgédo do meio (phantom). Numa

aproximacéao simplificada, pode-se definir esse ¢(A,z) como um decaimento do tipo:

¢Az) =€ (2)
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A Figura 11A mostra o espectro da emissao de fluorescéncia do Photogem®,
para diferentes profundidades, em funcdo do comprimento de onda. A Figura 11B
mostra o espectro anterior normalizado — dividindo-se todos os espectros pelo da

superficie. Este espectro normalizado sera usado como base para os calculos.
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8
5 —
° 404 © 084
5 NO 0,19 mm
c N
2 Y
o 304 - 064
k-] I}
L) k]
— 1]
g 20 ‘q:> 04 0,25 mm
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10 02 0,32 mm

1 0,38 mm
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—_—— .
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comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)

Figura 11 — (A): Grafico da emissao da fluorescéncia do Photogem®’ para diferentes profundidades, em
fungédo do comprimento de onda. (B): Grafico A normalizado.

Nos graficos da Figura 11 se observam os diferentes espectros de
fluorescéncia coletados para diferentes valores de z, distancia entre o detector e o
centro fluorescente, como fungdo do comprimento de onda. As distorgcbes com base
na profundidade zero (superficie) mostram que alguns comprimentos de onda
sofrem uma maior influéncia do meio, evidenciada pela deteccdo a maiores
profundidades (ou seja, em maiores distancias). A analise que se segue ajuda a
entender a influéncia do meio no comprimento de onda e, assim, a modificacédo do

espectro detectado.

Em primeiro lugar, deve-se considerar uma limitacdo existente devido a
geometria Optica de coleta. Nos casos de coleta para uma fonte emissora puntual,
quando a fibra esta posicionada sobre o eixo central e préxima ao emissor, a
poténcia acoplada decai apenas em fungdo do aumento da distancia entre ambos.
Como ¢(A,z) é exponencial, na expansao em 12 ordem da funcao ¢(A,z) em uma série
de MacLaurin, é(A,z) é aproximadamente igual a 1. Isso mostra que neste regime de

proximidade da fonte, o efeito do comprimento de onda ndo se mostra relevante.
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Ao considerar uma fonte puntual, a luz sera emitida em todas as direcdes.
Contudo, devido ao angulo de aceitacao da fibra, apenas uma parcela da luz emitida
€ coletada. Nas proximidades da fibra, pode-se visualizar o &angulo soélido
equivalente a esta parcela projetado na face coletora da fibra. O raio da
circunferéncia formada pela projecdo na fibra & chamado r e o raio da fibra, R. A
medida que a fibra se afasta da amostra, a proje¢cdo do cone na fibra aumenta de

tamanho, até que r se iguala a R (Figura 12).

)

Figura 12 - llustracdo da geometria de coleta de dados para uma situagéo hipotética. R é o raio da fibra
e r € o raio da circunferéncia formada pelo angulo sélido que atinge a face coletora da fibra.
A medida que a fibra se afasta do meio fluorescente, r se aproxima de R (r < R).

O angulo sélido Q é definido como:

=4 3)

z

onde A é a area de emisséo total e z a distancia entre o centro emissor e a fibra de

coleta. Assim, A = Q.z°. Como Qestera) = 41T, ent&o:
A = 4mz? (4)

A poténcia P, acoplada a emissao de fluorescéncia é dada por:
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P, =9 47R? (5)

com P, sendo a poténcia emitida. Substituindo a equacéao (4) em (5), temos que:

2
P.=P %> 6)

A equacao (6) representa a poténcia coletada, a uma distancia z, caso toda
luz emitida pela fonte fosse acoplada a fibra. Contudo, para distancias muito
pequenas, a coleta de luz depende do angulo de aceitacdo da fibra de coleta. De
certa forma, isso pode representar a eficiéncia n de coleta da fibra, dada pela

equacao (7):

n=— (7)

Assim, a equacao passa a ser

RZ
F’Z%;yﬂ (8)

z

O valor de r esta relacionado com a distancia z por um coeficiente a,

conforme a equacgao (9).

? = a.z? (9)



49

Finalmente, substituindo as equacdes (7) e (9) na equacéo (8) temos que,
neste regime de proximidade, P, é diretamente proporcional a Py, e o coeficiente
linear desta proporcionalidade é dado pelo coeficiente que relaciona r e z na

equacao (9).

P,=a Pg (10)

A equacao (10) mostra que, para fontes de emiss&o muito proximas da coleta,
o decaimento da poténcia ndo depende do comprimento de onda. Para distancias
maiores, a luz coletada é resultado ndo apenas da diminuicdo da intensidade, mas
também do efeito do meio turbido na propagacao da luz, que se torna mais evidente
com o aumento da profundidade. Outro ponto importante na analise € que, em
distdncias muito pequenas, um alto numero de fétons balisticos — aqueles que
sofreram pouca modificagdo do caminho 6ptico em fungdo do meio — € detectado.
Assim, para a geometria empregada no experimento, as medidas do espectro de
fluorescéncia, feitas a distancias de até 0,13 mm, apresentam uma coleta de luz
modificada cujos efeitos, por esse motivo, ndo foram pormenorizados na analise

desenvolvida.

A Figura 13 mostra os graficos do decaimento da intensidade de luz para
diferentes comprimentos de onda na regidao espectral das principais bandas de
emissdo do espectro de fluorescéncia do Photogem® onde A, B, C e D
correspondem aos comprimentos de onda de 612 nm, 625 nm, 670 nm e 685 nm,
respectivamente. Como as medidas foram feitas uma unica vez, as barras de erro

foram estimadas em 5%.
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Figura 13 - Graficos do decaimento da intensidade de luz para diferentes comprimentos de onda
préoximos aos principais picos do espectro de fluorescéncia do Photogem®. (A),(B),(C) e
(D) correspondem aos comprimentos de onda de 612 nm, 625 nm, 670 nm e 685 nm,
respectivamente.

Pode-se observar a partir dos graficos presentes na Figura 13 que, para
distdncias menores que aproximadamente 0,13 mm, o comportamento linear
discutido (equacéo 10) foi observado. Por esse motivo, considerou-se no estudo da

propagacéao da luz no meio turbido profundidades a partir desse ponto.

Para avaliar o quanto o espectro de fluorescéncia varia com a distancia de
coleta, foi definida uma grandeza denominada variagdo da fidelidade espectral (AV),
dada pelo valor maximo do espectro subtraido por seu valor minimo, uma vez que o
espectro ndo permanece constante. Esses calculos foram feitos com base no

espectro da Figura 11 e seus resultados sédo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Variagéo espectral em fungéo da profundidade.

O grafico da Figura 14 permite observar um aumento na variagdo da
fidelidade espectral a medida que a profundidade também aumenta. Isso se deve ao
fato dos comprimentos de onda sofrerem variagbes diferentes no meio. Assim,

quanto maior a profundidade, mais perceptivel se torna essa diferenca.

Para analisar a contribuicdo dos comprimentos de onda na variagao espectral,
os dados da diminuigdo da intensidade em funcao da profundidade foram graficados
seguindo a equacao (1). Assim, foram obtidos os coeficientes de atenuacéao efetivos

(Uerr) para cada um desses comprimentos de onda, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valor de e para cada comprimento de onda graficado.

Comprimento de onda (hm) Valor de pes (Mm™)
612 1044
625 104
670 914

685 9+4
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O grande desvio entre as medidas aumenta as barras de erro, tornando dificil
diferenciar a atenuacdo para comprimentos de onda proximos. Apesar disso, fica
evidente a partir dos valores da tabela 1 que ocorre um decréscimo no coeficiente de
atenuacao total com o aumento dos comprimentos de onda. As grandes barras de
erro devem-se, entre outros fatores, a geometria de coleta — devido a proximidade
entre fibra e centro fluorescente — e a alta turbidez do meio — que dificulta a
visualizacdo do alinhamento das fibras de excitacdo e coleta. Além disso, a regido
espectral investigada, intervalo entre 612 nm e 685 nm, n&o apresenta grande
distincdo entre os coeficientes de absorgcdo e espalhamento para o phantom
produzido e, portanto, ndo sera observada uma grande modificacdo da propagacao

no meio.

A partir dos valores de e, torna-se possivel obter o valor de corregcéo
espectral, é(A,z), para cada profundidade. Multiplicando os valores de correcéo
espectral pela intensidade superficial (lp= 1), obtém-se os espectros modificados em
funcdo do comprimento de onda. A Figura 15 apresenta uma comparagéo entre as
modificacdes espectrais do caso hipotético (A), em que é(A,z) = 1, e do caso real
medido in vitro (B), em que ¢(A,z) sofre variagbes para cada comprimento de onda,

para uma determinada profundidade (z = 0,5 mm).

>
)
w

0,016

0,014

~
L

0,012

5
1
[]
[]
[]
[]

0,010

0,8
0,008 -]

0,6 0,006 -

Intensidade corrigida (unid. arb.)
Intensidade corrigida (unid. arb

T T
600 6‘20 6&‘30 600 620 680
comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)

Figura 15 - Intensidade corrigida espectralmente em z = 0,5 mm. (A) para um caso hipotético e (B) para
0 caso real medido in vitro.
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Como ilustrado na Figura 15(B), ha uma distorcdo do espectro de
fluorescéncia detectado — ou seja, o sinal de cada componente espectral muda a

medida que a luz se propaga pelo meio.

Para exemplificar esse comportamento, a Figura 16 representa um espectro
de emissao de fluorescéncia hipotético, composto de 2 picos, um em 612 nm e outro
em 685 nm, e de mesma intensidade inicial, /p igual a 1 unidade arbitraria. Ao
percorrer 0,5 mm, devido aos efeitos atenuadores (absor¢cédo e espalhamento), o
espectro sera modificado de acordo com seu comprimento de onda e cada um dos

picos sera diferentemente atenuado.

1(612) = e %%/ (612) = 0,0067 unid.arb.

1(685) = e°%1,(685) = 0,0111unid.arb.

0,015 / /-
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| ——685 I

0,010 ‘ ‘
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Intensidade (unid. arb.)
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comprimento de onda (nm)

Figura 16 - Intensidade modificada dos comprimentos de onda 612nm e 685nm apo6s a atenuacgéo
sofrida no meio.

Apesar de, no espectro de emissao hipotético,

1(612)

= lunid.arb. ,
1(685)
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na deteccao tem-se

1(612) = 0,6unid.arb.
1(685)
Havera, portanto, 40% de variagcao no sinal entre os dois comprimentos de
onda. Caso a razdo destes picos viesse a ser critério de identificacdo de
fluorescéncia, tal consideragdo seria comprometida pela atenuagédo diferenciada

para cada comprimento de onda.

Na emissdo de fluorescéncia do Photogem® excitado em 408 nm, esses
comprimentos de onda apresentam a razao inicial entre /(612) / /(685) diferente
(I(612) / 1(685) = 1,5), e essa razdo muda com a presenca do meio (/(612) / /(685) =
0,9, para z= 0,5 mm).

Com base no que foi observado, pode-se descrever o que ocorre com a luz
usando uma descricdo matematica simplificada. Supondo-se um volume
fluorescente, cuja intensidade de excitagdo fixa, /o, emite em um determinado
comprimento de onda (A1) e tem uma extensao L, no interior de um meio turbido e a

uma distancia z’ da fibra coletora, como ilustrado na Figura 17.

Ral®

Figura 17 - llustracdo de um volume fluorescente, de extens&o L, no interior de um meio turbido e a
uma distancia z’ da fibra coletora.

Na equacao (11), /1 é a intensidade de excitacdo que chega ao FS, u, € o

coeficiente efetivo do centro fluorescente e z a espessura do volume utilizado de FS
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I1 :Ioe_'uzu)z (11)

A fluorescéncia do centro emissor (/;) depende da intensidade da excitagéo
(lo) e do rendimento de emissdo de fluorescéncia y, ou seja, da capacidade do
centro fluorescente em transformar a energia que absorve em fluorescéncia. Assim,

temos:
12 :Iﬂefﬂz(i)l (12)

Como o centro fluorescente apresenta uma extensao L, € necessario somar a

contribui¢cao de todo o volume.

dl, =1, dz
(13)

L
I, =lyy[e W dz (14)
0

A equacao (14) corresponde a emissao do meio fluorescente. O rendimento y
depende da concentracédo ¢ do centro fluorescente, da area A e da eficiéncia 3 de

fluorescéncia do FS,
y =CcPA (15)

Entdo, a intensidade de fluorescéncia do centro emissor sera:

L
I, = cAﬁIOJ'e‘z"z”)zdz
0 (16)

Para ser coletada, essa intensidade /, tem que atravessar o meio turbido e

sera modificada por ele. Com isso:

/COI = l2e*/‘1(ﬁ)z' (17)
I
I, = CA,B/Oe#”( )z Iefzuz(/l)zdz (18)
0
I :lOﬁ_CAe—ﬂM)z' [1_6—2/12(Z)L:| (19)
241,
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onde 4 € o coeficiente efetivo do meio turbido.

Através da equagdo (19) obtém-se a intensidade de fluorescéncia coletada
quando a fibra de deteccao esta afastada uma distancia z’ do centro fluorescente. A
expressao (19), portanto, pode ser utilizada para descrever o sinal coletado sob
estas condi¢cdes. Observando a equacao (19), percebe-se que se o coeficiente
efetivo do meio onde se encontra o centro fluorescente (u2) for muito grande, a

intensidade coletada sera menor, pois a luz sofrera mais atenuagcéo do meio.

3.1.2 Afastamento da fibra de excitacdo da fonte emissora de fluorescéncia

Além do estudo da variagao do espectro de fluorescéncia coletado, de acordo
com a profundidade, em um meio turbido, também ¢é necessario observar a

dependéncia desse espectro com a excitacdo que chega ao centro fluorescente.

Para excitar um centro fluorescente dentro do meio turbido, a luz de excitagao
propaga-se através deste. Nesse caminho, como ja discutido na sessdo anterior,
diferentes comprimentos de onda sofrem diferentes atenuacgdes. Por isso, o
Photogem® foi excitado com os comprimentos de onda 408 nm e 532 nm, a
diferentes distancias entre excitagdo e emissao, simulando diferentes profundidades.
Os graficos obtidos sdo mostrados na Figura 18, onde A corresponde a excitacéo

com o comprimento de onda 408 nm e B a 532 nm.
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Figura 18 - Grafico da emissdo da fluorescéncia do Photogem®’ para diferentes profundidades, em

fungdo do comprimento de onda. (A) excitacdo em 408 nm e (B) excitagcdo em 532 nm

O decaimento médio da intensidade de fluorescéncia em funcdo da

profundidade para os comprimentos de onda 408 nm e 532 nm, respectivamente,

pode ser observado na Figura 19.
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Figura 19 - Decaimento médio da intensidade de fluorescéncia em fungéo da profundidade. (A) 408 nm

e (B) 532 nm.

Os dados da Figura 19 foram graficados seguindo a equacgao (1). Assim, foi

obtido o valor de ues para cada um desses comprimentos de onda, como é mostrado

na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valor de peff para cada comprimento de onda.

Comprimento de onda (nm) Valor de Hei (MmM™)
408 1243
532 11+1

A partir dos valores de e de cada comprimento de onda é possivel obter o
valor de correcdo espectral, (A), para cada profundidade. Novamente, é possivel
supor uma fonte de excitacdo emitindo a mesma intensidade inicial, ly igual a 1
unidade arbitraria, nos comprimentos de onda 408 nm e 532 nm. Na profundidade
de 0,5 mm, devido aos efeitos atenuantes do meio (absor¢do e espalhamento), os

comprimentos de onda serdo diferentemente atenuados.

1(408) = e '2°%/_(408) = 0,0025unid..arb.
1(532) = e'"°%]_(532) = 0,0041unid.arb

Com base nas observagdes realizadas e supondo intensidades iniciais de
mesma ordem, pode-se demonstrar que o comprimento de onda 408 nm sofre maior

atenuacao no meio do que o comprimento de onda 532 nm.

Essa consideracdo é um fator importante quando se deseja observar a
fluorescéncia, pois mostra que a intensidade de excitagdo € o limitante para a
deteccdo. Para que a fluorescéncia de um centro emissor seja observada, a luz de
excitacao precisa atingir o FS em uma intensidade que seja suficiente para excita-lo.
Assim, se houver FS em uma regido onde a luz de excitacdo n&o consiga atingir,

nao sera observada a fluorescéncia.

A Figura 20 apresenta a ilustragado de um volume fluorescente, de extenséo L,

no interior de um meio turbido, a uma distancia z’ da fibra de excitacéo.
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Figura 20 - llustracdo de um volume fluorescente, de extensio L, no interior de um meio turbido e a
uma distancia z’ da fibra de excitagao.

De modo similar ao da secdo anterior, €& possivel descrever
matematicamente, de modo simples, a propagacao da luz nestas condi¢des. A luz
de excitacao [y sofre atenuagdo do meio turbido até atingir o centro fluorescente, e

continua sofrendo atenuacgao até atingir todo o volume do FS:
I1 - Ioe*m(ﬂ)Z'e*ﬂz(ﬂ)Z (20)

Na equacao (20), /1 é a intensidade de excitagdo que chega ao FS, ysé o
coeficiente efetivo do meio turbido, . é o coeficiente efetivo do centro fluorescente,
Z’ é a espessura do volume do meio turbido e z é a espessura do volume do centro

fluorescente.

A fluorescéncia do centro emissor que sera coletada pela fibra (/.o),
depende da intensidade da excitagdo que chega a ele (/;), do rendimento de

emissao de fluorescéncia y, da espessura z do volume do centro fluorescente.
| D)z
loo =127 (21)

dlco/ — Io}e—m(ﬂ)Z'e—Zﬂz(ﬂ)ZdZ (22)

L
Icol — Io}e—m(ﬁ)z'je—wz(ﬂ)zdz (23)
0
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Substituindo a equacgao (15) na equacéo (23):

L
lo = CABloe 1 [e7:2dz
0 (24)

Enfim, obtém-se a descricdo da fluorescéncia coletada variando-se a

distancia da excitacao:

I, = Iy fcA o (7 [1 _ e—zuzu)L] (25)
241,

Através da equacéao (25) obtém-se a intensidade de fluorescéncia coletada

quando a fibra de excitacao esta afastada uma distancia z’ do centro fluorescente

Nota-se que, quando se varia apenas um parametro (coleta ou excitacao), as
equacgdes que regem a I, sao iguais — equacao (19) igual a equagao (25). Contudo,
o comprimento de onda que vai se propagar pelo meio turbido sera diferente, o que
influenciara a I, A luz de excitagdo (menores comprimentos de onda) sera mais
atenuada que a fluorescéncia emitida pelo centro fluorescente (maiores

comprimentos de onda).

3.1.3 Afastamento simultaneo da fibra de excitacdo/coleta da fonte emissora de

fluorescéncia

A Figura 21 mostra o grafico da emissao da fluorescéncia do Photogem® para
diferentes profundidades, em fungdo do comprimento de onda quando ha um
afastamento simultdneo da fibra de excitacdo/coleta da fonte emissora de

fluorescéncia.
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Figura 21 - Grafico da emiss&o da fluorescéncia do Photogem®' para diferentes profundidades, em
fungéo do comprimento de onda

A modificacdo da luz de excitacao e a modificacdo da fluorescéncia no meio
turbido ocorrem de modo inter-relacionado. A Figura 22 é a ilustracédo de um volume
fluorescente, de extensdo L, no interior de um meio turbido, a uma distancia z’ da

fibra de excitagao e da fibra coletora.

ff" l::ﬂ fm.if

Figura 22 - llustracdo de um volume fluorescente, de extens&o L, no interior de um meio turbido e a
uma distancia z’ da fibra de excitagéo e da fibra de coleta.
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A luz de excitacéo, lp, em 408 nm, percorre o meio turbido para chegar ao
centro fluorescente — na forma expressa pela equagao (20) — pois a luz de excitagéo

sofre alteragcées no meio turbido.

Ao chegar ao centro fluorescente, a intensidade /; é absorvida e uma parcela
é transformada em fluorescéncia — equacéao (12). A intensidade /, que sera emitida

pelo centro fluorescente esta representada pela equacgao (26).
'L
/2 — /O}e*/h(i)z Ief2#2(ﬂ)2dz (26)
0

A intensidade [, sera coletada apds atravessar novamente o meio turbido e

sofrer atenuacgéo.
L
I, = Io;e‘z"“)z'je‘zﬂzwzdz
0 (27)
substituindo a equacao (15) na equagéao (27):

L
lor = CABlye 1 [e P dz
° (28)

= CA'mOe—WH _ef2ﬂzL]

2u, (29)

/

col

Como se pode observar na equacao (29), a intensidade de fluorescéncia
coletada depende da atenuacgéo da intensidade inicial de excitacdo e da atenuacéo
da intensidade de fluorescéncia do centro emissor. Percebe-se, também, ao analisar
a equacao (29), que se o coeficiente efetivo do meio onde se encontra o centro
fluorescente (P2) for muito grande, a intensidade coletada sera menor, pois a luz

sofrera mais atenuacao do meio.

A Figura 23 mostra a curva do decaimento da intensidade do principal pico de
fluorescéncia do Photogem® (612 nm) em fungdo da profundidade. Nota-se no
grafico que, para as medidas realizadas com uma distancia entre a fibra de coleta e
o centro emissor menor do que aproximadamente 0,13 mm, o mesmo

comportamento de coleta explicado no comego deste capitulo é observado. Por este
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motivo, considerou-se na analise apenas os dados obtidos a partir dessa

profundidade.

A=612nm
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Figura 23 - Decaimento da intensidade de fluorescéncia do principal pico de fluorescéncia do
Photogem® em fungdo da profundidade.

Os dados presentes no grafico da Figura 23 foram graficados de acordo com

a equacao (1), e 0 Jer para esse decaimento foi calculado:
Herf (612) = 23+1 mm™”

Observa-se na equagao (29) que a intensidade coletada depende da
atenuacao da luz de excitagdo e da atenuacao da fluorescéncia no meio turbido, ou

seja:

e—zpw] Dz _ e—pw] (408)z ‘e—,u()ffl(612)z
efZ#Effl(/l)z — e—(12+10)z

Assim, ao se associar 0 Uer para 408 nm, usado para a excitagdo, ao Uer do

612 nm da fluorescéncia, obtém-se um petotal de:
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Mefftotal = (12 £ 3) + (10 £ 4) mm™!
Hefftotal = 22 £ 7. mm’™

Ao comparar as medidas experimentais e os calculos, verifica-se que os
valores coincidem dentro do erro atribuido. Isso mostra que a fluorescéncia coletada
depende de fato das alteragdes sofridas pela luz no meio turbido, de forma muito
analoga as consideracdes feitas nesse estudo. Pode-se, portanto, assumir que as
simplificacbes e suposicdes feitas nesse estudo descrevem razoavelmente bem os

fenbmenos envolvidos, e podem ser aceitas como validas.

A andlise realizada aqui foi feita assumindo-se que a concentragédo do centro
fluorescente ndo varia com o tempo. Isto representa bem situagcbes como as
observadas no diagnéstico 6ptico de lesdes quando se analisa a autofluorescéncia
do tecido. Por outro lado, ha casos em que o elemento fluorescente n&o é constante
ou estavel no meio investigado. Tais dindmicas temporais s&o elementos
importantes, que devem ser considerados em aplicagbes como deteccdo

fotodinamica e terapia fotodinamica.

3.1.4 Dependéncia com o tempo.

Nas sec¢des anteriores foi visto que a intensidade de fluorescéncia de um FS
depende do rendimento de emissao de fluorescéncia y do mesmo. Esse rendimento,
por sua vez, depende, entre outros fatores, da concentracdo ¢ do FS. Até agora, a
concentragéo foi considerada constante. Porém, se essa concentragdo apresenta
uma variagéo temporal, consequentemente a intensidade de fluorescéncia também
sofrera modificagdo com o tempo. Nessa secdo, serdo observadas as situagdes
onde as taxas de variacado de fluorescéncia estdo associadas as taxas de variacéo

de concentragéo.
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A concentragdo, agora, depende do tempo t e de z, em uma fungdo cujo
comportamento pode ser descrito, em primeira aproximagao, pela equacgao (30) para
o processo de formagdo do fotossensibilizador (deteccdo fotodindmica) e pela
equacao (31) na degradacéao do fotossensibilizador (terapia fotodinamica).

—t -z

c(z,t)= 00(1—62)6Z (30)

-t -z

c(z,t)= coege?D (31)

Nestas expressdes, 1 € o0 tempo caracteristico de formacédo do
fotossensibilizador, T, € 0 tempo caracteristico de degradacao do fotossensibilizador,
{r € o0 decaimento da concentracado do FS em funcéo da profundidade no processo
de formacéo do FS (depende, entre outros fatores metabdlicos, da penetracdo do
pré-farmaco no tecido), {p € o decaimento da concentracdo do FS em funcado da
profundidade no processo de degradacdo do FS (depende, entre outros fatores
metabdlicos, da penetragcédo da luz de tratamento no tecido), z é a profundidade e ¢y

€ uma constante.

O grafico da Figura 24 ilustra uma situacao onde z’=0 (les&o na superficie), na
formacdo do fotossensibilizador (A) e na degradacdo do fotossensibilizador (B).

Onde t=0 € o inicio desses processos.
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Figura 24 - Taxa de variagdo da concentragdo de um fotossensibilizador em fungao da profundidade.
(A), formagéao do fotossensibilizador e (B) degradacao do fotossensibilizador.
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Assim, a equacao (28) fica:
'L
I(t,2) = ABlye 7 [c(z,t)e > dz (32)
0

e a taxa de variacao da intensidade de fluorescéncia sera:

% = A,Bloe‘zﬂM)z'JL'_aCéz’ t)e—zuzwz dz
t o (33)

Substituindo a equacao (30) na (33), tem-se a taxa de variagao de intensidade
de fluorescéncia, na formacdo do fotossensibilizador, quando esta varia com o

tempo e a posicao (equagao 34).

dl Ay Colr o T
o= Al e (1— e g 2ulilt) (34)

e (1+ 20 11, (1))

Da mesma forma, para obter a equacéo correspondente a taxa de variagéo de
intensidade de fluorescéncia na degradacdo do fotossensibilizador (equagao 35),

substitui-se a equacéo (31) na (33).

-t -L
dl _ _ABl e 202 Colo e™ (1— g% g 2l )

dt T (1428, 14,(4)) (35)

O comportamento geral de ambas as taxas de variacdo — equacgdes (34) e
(35) — diferem apenas no sinal. Contudo, é importante ressaltar que os coeficientes
de formacao e degradacédo dependem de fatores diferentes. Se os fatores dos quais
eles dependem resultarem em valores de tre tp, bem como de {re {p iguais, entdo
sera observado que as taxas de formacédo e degradacgédo estardo equilibradas, ou

seja, serao iguais em maodulo.

Parametros 6pticos do tecido, como u4, u2 € a distancia L, podem ser obtidos
através de diferentes técnicas. Uma vez conhecidos, e a partir do monitoramento da
intensidade em funcdo do tempo, € possivel estimar os parametros cinéticos de
formacéao, importantes para definir protocolos de tratamento. O parametro = por

exemplo, pode permitir a identificagdo do melhor momento para iniciar o tratamento.
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Tal monitoramento poderia ainda permitir que se avalie a eficiéncia de formacgéo do

FS no tecido, apenas com base na variagéo de intensidade de luz coletada.

De forma analoga, podemos obter também os parémetros cinéticos de
degradacdo, os quais sao importantes para avaliar até que ponto, no tempo, o
monitoramento da concentracdo do FS é efetivo, ou seja, até onde o sinal emitido &
detectavel. Conhecendo estes parametros, seria possivel realizar estudos que
permitissem estimar, em profundidade, o que acontece durante a TFD a partir do

sinal coletado na superficie.

Quando se trata de lesdes de pele, estas geralmente ja apresentam
alteracdes na superficie do tecido bioldgico (em profundidades préximas de z=0), e
a atenuacao que a luz sofre no meio, comumente turbido, é basicamente aquela

relacionada a leséo (em termos da analise aqui apresentada, aos parametros e z).

O exemplo que se segue é uma ilustracdo de como a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia da PplX é usada para acompanhar o processo de
terapia fotodindmica (TFD). O procedimento consiste, basicamente, em aplicar um
pro-farmaco (neste estudo, o acido aminolevulinico a 20%), esse pro-farmaco € um
precursor da PplX que vai se acumular, preferencialmente, em tecidos lesionados e,
ap6s 3 horas de espera, a sua fluorescéncia na regido do vermelho podera ser
observada. No decorrer da TFD, o FS sera degradado e a observacdo da sua

fluorescéncia tende a diminuir.

A sequéncia de imagens da Figura 25 mostra a degradacao da PplX ao longo
do tempo em um CBC pré-auricular esquerdo durante a iluminacdo da TFD. Essa
sequéncia é representada de A a D, que correspondem aos tempos 0, 6, 12 e 17
minutos de terapia, respectivamente. O tempo zero corresponde a lesao antes do
inicio do tratamento e o tempo de 17 minutos corresponde a lesdo imediatamente

apos o tratamento.
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Figura 25 - Degradagao da PplX ao longo do tempo em um CBC pré-auricular esquerdo durante a
terapia fotodinamica. (A), (B), (C) e (D), correspondem aos tempos 0, 6, 12 e 17 minutos
de terapia, respectivamente.

Como se observa nas imagens da Figura 25, nos primeiros 6 minutos de
tratamento tem-se uma grande diminui¢ao da fluorescéncia da leséo, o que poderia
levar a interpretacdo de que a iluminagdo empregada teria sido suficiente para
degradar praticamente toda a PplX presente na lesdo. Contudo, com base nas
observacdes realizadas in vitro, é possivel fazer uma analise mais cuidadosa desta
observacdo in vivo. A diminuicdo de fluorescéncia visualizada nao quer
necessariamente dizer que todo o FS foi degradado. O que ocorre é que a PpIX
presente na superficie da lesdo (onde chega a luz de excitacao da fluorescéncia) foi
degradada, mas n&o é possivel saber sobre o fotossensibilizador presente nas
regides mais profundas do tumor. Em regides abaixo da superficie, a luz de
excitacdo (408 nm) pode ndo ter atingido intensidade suficiente para excitar o
fotossensibilizador e/ou a fluorescéncia de centros emissores profundos pode nao
ter atingido a superficie, onde se encontra o detector. Esse € um dos motivos pelos
quais os protocolos prevéem uma continuacao da iluminagdo mais prolongada: para
garantir que a luz de tratamento (630 nm), que penetra mais profundamente no
tecido, possa ativar tanto quanto possivel o fotossensibilizador que esta em uma

regidao mais profunda do tumor.
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Com esses resultados, é possivel concluir que nao se pode dizer, observando
a fluorescéncia de uma lesdo através de uma avaliacdo superficial, qual a sua
profundidade no tecido. Usando a fluorescéncia, ndo € possivel observar
profundidades maiores que aquelas a que a luz de excitagdo consegue chegar, pois
esta & a profundidade maxima da qual a fluorescéncia gerada podera ser coletada
na superficie, lembrando que a luz de excitacdo sofre maior atenuagdo em meios
turbidos. Esta observagdo tem consequéncias importantes para o diagnostico e
tratamento de lesbes de pele. Se a lesao tiver uma espessura muito grande, a luz
utilizada no tratamento nao sera capaz de atingi-la em sua totalidade. Ent&o, ao final
da terapia, € provavel que ainda haja células de tecido alterado, o que pode levar a
uma recidiva da leséo, o que pode agravar o quadro clinico do paciente. Por isso, a
TFD nao é recomendada para lesGes espessas e que ja tenham invadido camadas
mais profundas do tecido. Por outro lado, se a lesao for superficial, ndo infiltrativa,
essa técnica é muito eficiente e o monitoramento em tempo real da evolugédo do

tratamento através da fluorescéncia pode ser empregado.

No caso da fluorescéncia utilizada no diagnostico de lesbes de pele, a
informacédo de que em uma determinada area superficial existe uma lesado ja é de
extrema importancia para o diagnéstico. Mesmo que nao seja possivel dizer sua
profundidade, pode-se ter informagao sobre a borda da lesdo, essencial para estimar

margens de seguranca para remogdes cirurgicas ou por técnicas como a TFD.

Na secdo seguinte, sera apresentado um estudo clinico que usara as
informacdes da fluorescéncia da pele para ajudar no diagnostico de lesbes malignas
e pré-malignas. O estudo em questao usara imagens de fluorescéncia para distinguir
o tecido sadio do tecido lesionado, empregando a autofluorescéncia e a deteccéo

dinamica (induzida por ALA).
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3.2 Estudo In vivo

Na sessdo 3.1 foi visto que, para se observar a fluorescéncia de um
determinado centro fluorescente, a luz de excitacdo precisa sair de uma fonte,
atravessar um meio turbido com intensidade suficiente para excitar o centro
fluorescente, que vai absorver essa luz de excitacdo, emitir a fluorescéncia e essa

volta a atravessar o meio turbido até ser detectada.

Esse processo pode ser observado no estudo clinico do uso da imagem de
fluorescéncia para diagnéstico. Como ja detalhado anteriormente, o que acontece na
pratica € aplicar um pré-farmaco (ALA), que é o precursor da formacédo do
fotossensibilizador (PplX), e ap6s algum tempo de espera (nesse estudo, 1 hora),
ilumina-se a lesdo e observa-se a fluorescéncia. Essa técnica € empregada, pois
tem sido demonstrado uma maior produgdo de PplX por células tumorais em

comparacgao as células normais.

ApoOs o estudo inicial, sabe-se que a fluorescéncia que se observa sofreu
modifica¢des devido a penetracéo da luz no tecido biolégico e que a luz de excitagao
€ um limitante da observacdo da fluorescéncia da lesdo. Isso significa que, ao
observar a fluorescéncia das lesbes que se seguem né&o tera como dizer a qual
profundidade ela se estende, ja que nao tem como saber se ha mais
fotossensibilizador onde a luz azul, usada para excitar o fotossensibilizador, ndo

consegue atingir.

O objetivo dessa sessdo €, assim, observar se a deteccdo fotodinamica
aumenta o poder de discriminacdo visual de lesdes cutdneas. O tempo para a
aquisicao das imagens foi contado a partir da aplicagéo da solugéo de ALA, onde o

tempo zero corresponde a aquisi¢do da imagem da autofluorescéncia da leséo.
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3.2.1 ALA 5%

Carcinoma Basocelular

A sequéncia de imagens da Figura 26 mostra a formacéo da PplX ao longo do
tempo em uma lesdo de CBC temporal direito. Essa sequéncia é representada de A
a F, onde A é a imagem com iluminagao branca do tumor e B, C, D, E e F sédo as
imagens com os tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apds a
aplicagcéo do ALA 5%.

Figura 26 - Imagens da formacéo da PplX ao longo do tempo. A - lluminagéo Branca do tumor. B, C, D,
E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos ap6s a aplicagdo do ALA,
respectivamente.

Na Figura 26 é possivel observar o tecido sadio pela sua fluorescéncia mais
intensa na regido verde do espectro, o tecido com lesdo tem por caracteristica uma

fluorescéncia menos intensa, correspondendo a uma regido mais escura. Essa
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observagdo é justificada pela diminuicdo da fluorescéncia do colageno™. A
fluorescéncia na regido do vermelho, presente nas fotos de C a F, deve-se a PpIX
formada preferencialmente em tecido anormais. Na sequéncia de imagens da Figura
26 é notavel o aumento da fluorescéncia da PplX em fungéo do tempo de aplicacéo

da solugao contendo ALA 5%, sendo assim evidenciada sua formacgao.

As imagens de fluorescéncia, apdés a aplicacdo do ALA 5%, mostram o
acumulo preferencial da PplX em regides da pele com les&o, o que representa um
potencial método auxiliar para o diagndstico pois aumenta o contraste visual entre o
tecido sadio e o tecido lesionado. Com esse aumento no contraste, é possivel
identificar mais facilmente as bordas da lesdo, o que € de extrema importancia para

um tratamento eficaz.

Um algoritmo de processamento de imagem escrito em Matlab foi usado para
quantificar a intensidade de fluorescéncia da PplX. Foi selecionada uma regiéo
normal e outra na lesdo e calculada a intensidade da cor vermelha para cada
imagem de fluorescéncia. Em seguida, para saber o quanto a intensidade de
fluorescéncia aumentou, esta foi normalizada pela sua minima, ou seja, a

autofluorescéncia (tempo 0).

A Figura 27 apresenta o grafico da intensidade da PplX formada na lesédo
mostrada na Figura 26 em funcao do tempo, comparando o tecido sadio do paciente

com o tecido lesionado.
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Figura 27 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungédo do tempo para tecido normal e tecido
tumoral.

Pode-se observar no grafico a diferenca existente na fluorescéncia do tecido
normal e do tecido tumoral. Essa diferenca ja esta presente mesmo sem a aplicagao
do ALA e posterior formacao da PplX (tempo 0), mostrando que um tecido com
lesdo emite fluorescéncia de maneira diferente do tecido sadio. Essa caracteristica
observada também concorda com outros estudos na literatura, que demonstram
uma diminuigdo da fluorescéncia na regido verde e aumento na regido do vermelho
de lesdes tumorais?®2" 4, Apoés a aplicagao da solugédo de ALA, essa diferenca entre
os tecidos fica mais evidente com o passar do tempo, mais uma vez mostrando que
a deteccéo fotodindmica ajuda a aumentar o contraste entre tecido normal e lesao.

Do total de 21 lesbes estudadas nesse grupo, 15 apresentaram um aumento
da fluorescéncia da PpIX 60 minutos apds a aplicagédo do ALA 5%. O que resulta em
uma porcentagem de 71,4% de lesbes que aumentaram seu contraste apos a
aplicacdo do ALA 5%. A Figura 28 mostra o grafico da resposta da leséo do tipo
CBC ap6s 60 minutos de aplicagédo do ALA 5%, ou seja, qual a porcentagem de

aumento da fluorescéncia ap6s a aplicagao do pro-farmaco.
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Figura 28 - Resposta do CBC ao ALA 5%. Porcentagem de aumento de fluorescéncia obtida apds 60
minutos de aplicagéo da solugéo contendo o pro-farmaco a concentragéo de 5%.

Como se pode notar pelo grafico, algumas lesdes apresentam pouco, ou até
nenhum aumento de fluorescéncia mesmo apds a aplicacado do ALA 5%. Nas lesbes
onde nao houve aumento da emissdo da fluorescéncia vermelha, o que
provavelmente ocorreu foi uma inadequada penetracao da solu¢do de ALA 5%. No
presente protocolo, ndo foi realizada a curetagem da lesdo previamente a aplicacao
da solucédo de ALA 5%, o que limita a absor¢cado do pré-farmaco. Muitas lesdes de
CBC apresentam extensa queratinizacao e a curetagem € um procedimento indicado
na TFD para a remocao da camada de queratina e de células mortas, aumentando a
penetracado do pré-farmaco. No presente estudo, avaliamos o potencial da técnica de
deteccao fotodindmica sem esse procedimento invasivo, no entanto, verificamos a
sua limitacdo dependendo das caracteristicas da les&do. Na Figura 29 temos um
exemplo de CBC no deltéide direito onde o aumento da fluorescéncia ndo pbéde ser

observado.
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Figura 29 - Imagens do CBC no delt6ide direito ao longo do tempo. A - lluminag&o Branca do tumor. B,
C, D, E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a aplicagao do
ALA, respectivamente.

A sequéncia de A a F representada na Figura 29, onde A é a imagem
com iluminagao branca do tumor e B, C, D, E e F s&o as imagens com os tempos de
0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apds a aplicagdo do ALA 5% mostra
que nao houve fluorescéncia na regido do vermelho mesmo 60 minutos apds a
aplicacao do pré-farmaco. O grafico apresentado na Figura 30 corresponde a analise

quantitativa da formacéo da PplX nessa lesao.
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Figura 30 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungéo do tempo para tecido normal e tecido
tumoral.

De acordo com o grafico, a intensidade de fluorescéncia da lesdo permanece
praticamente inalterada, as pequenas variagcbes observadas devem-se ao fato da
resolucdo das imagens serem alteradas pela movimentacdo do paciente ao longo

dos 60 minutos de espera.

Testes estatisticos foram feitos para avaliar se houve diferenca significativa
entre a fluorescéncia da lesédo e do tecido normal (antes e apds a aplicagédo do ALA
5%), bem como entre as lesdes antes e apds a aplicagdo do ALA 5%. Com o
objetivo de mostrar que a formacéao da PplX ocorre preferencialmente nas lesdes, os

testes também foram feitos avaliando-se tecido normal antes e apds o ALA 5%.

Na avaliacao intergrupo, tecido lesionado comparado com tecido normal,
antes da aplicagdo do ALA 5% (autofluorescéncia dos tecidos), houve diferenca
significativa (p=0,000089), o que mostra que a fluorescéncia da lesao é diferente da
fluorescéncia do tecido sadio. O mesmo ocorreu ao se comparar o tecido lesionado

como tecido normal ap6s 60 minutos da aplicagédo do ALA 5% (p=0,000014).

Quando a autofluorescéncia das lesbes foi comparada com os valores de
fluorescéncia 60 minutos apds a aplicacdo do ALA 5% (avaliagao intragrupo),

observou-se diferenca significativa (p=0,008367), fato que n&o ocorreu ao se
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comparar o tecido normal antes e 60 minutos apdés a aplicacdo do ALA 5%
(p=0,398652). A avaliagcdo mostrou que, apds aplicar o ALA 5%, houve um aumento
da fluorescéncia apenas no tecido lesionado, demonstrando que a protoporfirina 1X
se acumula preferencialmente em lesbes e que representa um marcador de tecido

alterado.
Queratose Actinica

A sequéncia de imagens da Figura 31 mostra a formacao da PpIX ao
longo do tempo em uma queratose actinica no antebrago direito. Essa sequéncia é
representada de A a F, onde A € a imagem com iluminac&o branca da leséo e B, C,
D, E e F sdo as imagens com os tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos,

respectivamente, apds a aplicagdo do ALA.

..
..

Figura 31 - Imagens da queratose actinica no antebrago direito ao longo do tempo. A - lluminagao
Branca do tumor. B, C, D, E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos
apos a aplicacao do ALA, respectivamente.
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Nas imagens da Figura 31 é possivel observar a fluorescéncia do tecido
normal na regido do verde, a fluorescéncia do tecido com queratose actinica em um
tom mais escuro e a fluorescéncia brilhante devido ao excesso de queratina formada
nesse tipo de lesdo. Essa queratina forma uma barreira fisica, dificultando a
penetracdo do ALA 5%. Assim, s6 é possivel notar o surgimento da fluorescéncia na
regidao do vermelho, caracteristica da formacao da PplX, nas bordas da lesdo, onde

ainda é possivel a penetracédo do medicamento.

As imagens foram processadas para quantificar a intensidade de
fluorescéncia da PplX formada, conforme o algoritmo descrito anteriormente. Na
Figura 32 € apresentado um grafico da intensidade de fluorescéncia formada na
lesdo em fungcédo do tempo, comparando o tecido lesionado do paciente com seu

tecido normal.
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Figura 32 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungédo do tempo para tecido normal e tecido
formado por células pré-malignas.

Observa-se no grafico acima a diferenca na fluorescéncia do tecido normal e

do tecido pré-maligno, fluorescéncia esta que ja esta presente mesmo antes da
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aplicacado do ALA 5% e posterior formacgéo da PplX (tempo 0), fato que mostra que o
tecido com leséo fluoresce de maneira diferente do tecido sadio. Apds a aplicagéo
do ALA 5%, a diferenga entre os tecidos fica mais evidente com o passar do tempo,
mas esse nao foi um comportamento comum observado nos tecidos investigados

com esse tipo de leséao.

A queratose actinica, por apresentar um acumulo de queratina em sua
superficie, se comporta como uma “camada impermeavel”, dificultando a penetracéo
do ALA*. O resultado disso é um grande niimero de lesdes que n3o apresentam um
aumento na fluorescéncia da PplX mesmo 60 minutos apo6s a aplicagdo do ALA 5%.
Um exemplo de lesdo que ndo permite a penetragdo do ALA esta apresentado na
Figura 33, uma queratose actinica no antebraco esquerdo, na sequéncia de A a F,

onde A é a imagem com iluminacdo branca da leséao e B, C, D, E e F séo as

imagens com os tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apds a
aplicagédo do ALA 5%.

.
..

Figura 33 - Imagens da queratose actinica no antebraco esquerdo ao longo do tempo. A - lluminagéo
Branca do tumor. B, C, D, E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos
apos a aplicacao do ALA, respectivamente.
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Ao analisar quantitativamente a intensidade de fluorescéncia da leséo da

Figura 33, obtém-se o grafico da Figura 34.
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Figura 34 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungédo do tempo para tecido normal e tecido
formado por células pré-malignas.

De acordo com o gréfico, a intensidade de fluorescéncia da lesdo permanece
praticamente inalterada, as pequenas variagcbes observadas devem-se ao fato da
resolucao das imagens serem alteradas pela movimentacdo do paciente ao longo

dos 60 minutos de espera.

Nesse grupo, do total de 22 lesbes estudadas, 11 formaram PplIX.O que
resulta em uma porcentagem de 50%. Nas queratoses actinicas, a protoporfirina 1X
se formou apenas nas bordas das lesdes, fato que ja facilitaria a demarcacéo dos
limites da lesdo, mas essa formacgédo foi muito pequena, como mostra o grafico

apresentado na Figura 35.
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Figura 35 - Resposta da queratose actinica ao ALA 5%. Porcentagem de aumento de fluorescéncia
obtida apds 60 minutos de aplicagdo da solugdo contendo o pro-farmaco a concentragao
de 5%.

No grafico que representa a resposta da queratose actinica ao ALA 5%, pode-
se observar que a porcentagem de aumento de fluorescéncia apresentada apos 60

minutos de aplicagcao do pro-farmaco, na maioria dos casos, foi muito pequena.

A anadlise estatistica (avaliagdo intragrupo) desses resultados mostra que
esse pequeno aumento ndo representa uma diferenca significativa quando se
compara a leséo antes e apos a aplicagédo do ALA 5% (p= 0,335408). O mesmo
ocorre quando comparamos o tecido sadio antes e ap6s a aplicagédo do ALA 5% (p=
0,779808).

Ao avaliar a diferenca entre o tecido lesionado e o tecido normal (avaliagédo
intergrupo), antes e ap6s se aplicar o ALA 5%, observou-se diferenga significativa
em ambos os casos, p < 0,001 para a autofluorescéncia do tecido normal e da leséo

e p < 0,001 para o tecido normal e lesdao com ALA.

No caso da queratose actinica, pode considerar que apenas a comparagao
entre os valores de autofluorescéncia do tecido lesionado e o tecido sadio é
suficiente para diferencia-los, uma vez que marcar a lesdo ndo aumenta

significantemente a sua intensidade de fluorescéncia.
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Queratose Seborréica

A sequéncia de imagens da Figura 36 mostra a formacéo da PplX ao longo do
tempo em uma queratose seborréica no torax. Essa sequéncia é representada de A

a F, onde A é a imagem com iluminac¢ao branca da lesdo e B, C, D, E e F séo as

imagens com os tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apds a
aplicacéo do ALA 5%.

.

..

Figura 36 - Imagens da queratose seborréica no térax ao longo do tempo. A - lluminagc&o Branca do
tumor. B, C, D, E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apos a
aplicacdo do ALA 5%, respectivamente ™.

Nas imagens da Figura 36 & possivel observar a fluorescéncia do tecido
normal na regido do verde, porém, a lesdo ndo fluoresce. Devido a sua alta
pigmentacao, a luz é altamente absorvida pela melanina e o que se vé na imagem é
uma mancha escura com varios pontos fluorescentes no centro. Esses pontos sao

os pseudocistos corneos, que so caracteristicos da queratose seborréica’.



83

Apoés a analise quantitativa da intensidade de fluorescéncia da leséo, obteve-

se o grafico da Figura 37.
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Figura 37 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo para tecido normal e tecido
contendo células anormais de queratose seborréica.

De acordo com o grafico, a intensidade de fluorescéncia na regido do
vermelho da lesdo permanece praticamente inalterada, as pequenas variagcbes
observadas devem-se ao fato da resolucdo das imagens serem alteradas pela
movimentacgdo do paciente ao longo dos 60 minutos de espera. Nesse caso, nao foi

possivel observar a fluorescéncia devido a alta absor¢céo da melanina.

Foram analisadas 11 lesbes nesse grupo, e 5 delas apresentaram,
quantitativamente, uma maior intensidade de fluorescéncia. Isso se deve ao fato de
que algumas lesbes apresentam tecido alterado ao redor, e é esse tecido que

aumenta sua fluorescéncia (Figura 38).
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Figura 38 - Imagens da queratose seborréica temporal direita ao longo do tempo. A - lluminagao

Branca do tumor. B, C, D, E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos
apos a aplicacéo do ALA, respectivamente.

A sequéncia de imagens da Figura 38, representada de A a F, onde A é a
imagem com iluminacéo branca da lesao e B, C, D, E e F sdo as imagens com os
tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apos a aplicagado do ALA 5%
€ um exemplo de queratose seborréica que apresentou um aumento da intensidade
de fluorescéncia. O grafico da Figura 39 é a analise quantitativa da resposta desta

queratose seborréica ao ALA 5%.
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Figura 39 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia em fungédo do tempo para tecido normal e tecido
contendo células anormais de queratose seborréica.

O grafico apresenta, quantitativamente, a resposta da queratose seborréica
mostrada na Figura 38 ao ALA 5%: aumento da intensidade de fluorescéncia devido

ao aumento da quantidade de protoporfirina IX na regiao alterada ao redor da leséo.

Nota-se do grafico representado na Figura 40 que a maioria das lesdes que
apresentaram um acréscimo da fluorescéncia apds a aplicacdo do ALA 5% néo teve
uma resposta maior que 25%, o que é pouco para ser considerado significativo,

como é mostrado na avaliagao estatistica.
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Figura 40 - Resposta da queratose seborréica ao ALA 5%. Porcentagem de aumento de fluorescéncia
obtida ap6s 60 minutos de aplicagdo da solugédo contendo o pro-farmaco a concentragédo
de 5%.

A avaliagdo intragrupo realizada nao apresentou resultado significativo ao
comparar a lesdo antes e ap6s a aplicagdo do ALA 5% (p= 0,073691), bem como
nao apresentou diferenca significativa em tecido normal antes e apés a aplicagdo do
ALA 5% (p= 0,076378). Ja a avaliagao intergrupo, que compara tecido lesionado
com tecido normal, apresentou diferenca significativa antes (p= 0,004277) e apés
(p=0,003897) a aplicacao do ALA 5%.

No caso das queratoses seborréicas, assim como no das queratoses
actinicas, pode considerar que apenas a comparagao entre a autofluorescéncia do
tecido lesionado e o tecido sadio € suficiente para diferencia-los, uma vez que
marcar a lesdo nao aumenta significantemente a sua discriminacdo pela

fluorescéncia marcada.

A autofluorescéncia da queratose seborréica é muito importante para ajudar a
diferencia-la do melanoma, tipo mais agressivo de cancer de pele, ja que a
queratose seborréica apresenta os pseudocistos cdrneos, que se tornam visiveis em

suas imagens de autofluorescéncia™.
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3.2.2 ALA10%

Com o objetivo de verificar se, além das dificuldades de penetracdo do ALA
devido as células mortas presentes na superficie da lesdo, a concentragdo do pré-
farmaco também influenciou no problema da formacdo de PplX em CBCs e
queratoses actinicas, investigamos algumas lesbées com a concentragcdo do ALA
aumentada para 10% e as analises da sesséo anterior foram repetidas com essas

novas lesodes.

Carcinoma Basocelular

A sequéncia de imagens da Figura 41 mostra a formacéo da PplX ao longo do
tempo em um CBC cervical. Essa sequéncia é representada de A a F, onde A é a
imagem com iluminagao branca do tumor e B, C, D, E e F sdo as imagens com os
tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apos a aplicagdo do ALA
10%.
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Figura 41 - Imagens da formagéo da PplX ao longo do tempo. A - lluminagao Branca do tumor. B, C, D,
E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a aplicagdo do ALA,
respectivamente™.

Na Figura 41 é possivel observar o tecido sadio pela sua fluorescéncia na
regiao do verde, o tecido tumoral com sua fluorescéncia mais escura e a
fluorescéncia na regido do vermelho devido a PplX formada preferencialmente em
tecido com lesdo. Na sequéncia de imagens da Figura 41 nota-se o aumento da
fluorescéncia da PplX, evidenciando sua formacédo e aumentando o contraste entre
o tecido sadio e o tumoral, o que facilita a identificagdo das bordas da lesédo e

proporciona um tratamento mais eficaz.

O grafico apresentado na Figura 42 € a representagao da analise quantitativa
da intensidade de fluorescéncia do CBC mostrado na Figura 41 em funcéo do

tempo, comparando o tecido sadio com o tecido lesionado.
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Figura 42 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungédo do tempo para tecido normal e tecido
tumoral.

Observa-se no grafico que a diferenca existente entre o tecido normal e o
tecido lesionado ocorre mesmo antes da aplicagdo do ALA 10% e posterior
formacao da PplX (tempo 0), fato que mostra que o tecido lesionado fluoresce
diferente do tecido sadio. Com o passar do tempo a diferenca entre os tecidos fica
mais evidente devido a acumulacao da PplIX preferencialmente nos tecidos com

lesdo.

Apesar do aumento na concentragéo do ALA para 10%, na maioria das lesbes
ainda ndo houve formacao suficiente da PplX, o que reforca a idéia de que as
células mortas e a queratina na superficie da lesdo impedem a penetragao do proé-
farmaco. O gréafico da Figura 43 mostra que, apesar de aparentemente todas as 8
lesdes analisadas nesse grupo ter apresentado um aumento da fluorescéncia da

PplX, essa formacao nao foi acima de 25%.



90

numero de pacientes

25% 50% 75% 100%
sinal de fluorescencia

Figura 43 - Resposta do carcinoma basocelular ao ALA 10%. Porcentagem de aumento de
fluorescéncia obtida apés 60 minutos de aplicagdo da solugéo contendo o pro-farmaco a
concentracao de 10%.

A sequéncia da Figura 44, que é representada de A a F, onde A é a imagem
com iluminagao branca do tumor e B, C, D, E e F s&o as imagens com os tempos de
0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apos a aplicacédo do ALA 10%, € um
exemplo de lesdo que, quantitativamente, teve sua intensidade de fluorescéncia
aumentada, mas quando se observa a imagem, nota-se que foi sua borda que
apresentou esse aumento ja que o tumor apresentava um grande numero de células

mortas em sua superficie.
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Figura 44 - Imagens da formacgéo da PplIX ao longo do tempo. A - lluminagéo Branca do tumor. B, C, D,
E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a aplicagdo do ALA,
respectivamente.

A analise quantitativa dessa lesdo € mostrada no grafico da Figura 45, que
apresenta a intensidade de fluorescéncia em funcado do tempo para tecido normal e

tecido lesionado.
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Figura 45 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungédo do tempo para tecido normal e tecido
tumoral.

Devido a baixa quantidade de PplIX formada apds a aplicagdo do ALA 10%, a
avaliacdo estatistica intragrupo nao apresentou diferenca significativa entre a
autofluorescéncia da lesao e a sua fluorescéncia marcada apdés os 60 minutos de
espera (p=0,055889). O mesmo ocorreu quando a avaliagao intragrupo foi usada
para comparar o tecido normal antes e apds a aplicagcao do ALA 10% (p=0,982976).
Ja a avaliacéo intergrupo entre o tecido tumoral e o tecido normal apresentou
diferenca significativa tanto entre a autofluorescéncia (p=0,004988) quanto entre
seus tecidos marcados com o ALA 10% (p=0,004548).

Os CBCs marcados com ALA 5% apresentaram diferenca significativa entre a
autofluorescéncia das lesdes e sua fluorescéncia apds 60 minutos de aplicacéo do
pré-farmaco, ja os CBCs marcados com ALA 10% nao apresentaram essa diferenca,
isso pode ser explicado pelo maior numero de lesbes com muita célula morta em

sua superficie, ja que a selegcéo para os grupos foi arbitraria.



93

Queratose Actinica

Na Figura 46 tem-se uma sequéncia de imagens que mostra a formacéo da
PpIX ao longo do tempo em uma queratose actinica na regido parietal. Essa
sequéncia é representada de A a F, onde A é a imagem com iluminag&o branca do

tumor e B, C, D, E e F sdo as imagens com os tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos,

respectivamente, apos a aplicagado do ALA 10%.

Figura 46 - Imagens da formagé&o da PplX ao longo do tempo. A - lluminagéo Branca da leséo. B, C, D,
E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a aplicagdo do ALA,
respectivamente.

Nas imagens da Figura 46 é possivel observar a fluorescéncia do tecido
normal na regido do verde, a fluorescéncia do tecido lesionado em um tom mais
escuro e a fluorescéncia brilhante devido ao excesso de queratina formada nesse
tipo de lesdo. Essa queratina dificulta a penetracdo do ALA 10%. Assim, sé é

possivel notar o surgimento da fluorescéncia na regiao do vermelho, caracteristica
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da formacéo da PplX, nas bordas da lesdo, onde ainda & possivel a penetragcéo do

pré-farmaco.

Ao fazer a analise quantitativa dessa queratose actinica, observa-se no
grafico da intensidade de fluorescéncia em funcdo do tempo um aumento na
diferenca de intensidade entre tecido lesionado e tecido sadio, o que é devido a esse

acumulo de PplX nas bordas da lesao (Figura 47).
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Figura 47 - Grafico da intensidade de fluorescéncia em fungédo do tempo para tecido normal e tecido
formado por células pré-malignas.

Um fator importante observado nas analises das queratoses actinicas € que a
localizacdo € um fator importante na facilidade de penetracdo do ALA. Quando as
lesdes (que sdo a maioria) sdo localizadas no braco e antebrago, elas geralmente
apresentam uma camada mais espessa de queratina em sua superficie
atrapalhando a penetracéo do pré-farmaco do que quando se localiza na regido da
cabeca e pescoco. Nesses casos, € mais dificil se observar acumulo de PplX até

nas bordas da lesao (Figura 48).
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Figura 48 - Imagens da formag&o da PplX ao longo do tempo. A - lluminagdo Branca da les&o. B, C, D,
E e F — Imagens de fluorescéncia, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos ap6s a aplicagdo do ALA,
respectivamente.

Como pode ser observado na sequéncia da Figura 48, que é representada de
A a F, onde A é a imagem com iluminacao branca do tumor e B, C, D, E e F séo as
imagens com os tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente, apds a
aplicacédo do ALA 10%, a queratose actinica no antebrago direito ndo apresentou
formacao de PplX nas bordas da lesdo. Esse tipo de lesdo aumenta naturalmente a
quantidade de queratina presente nesse tecido anormal, 0 que impede a penetracao
do ALA 10%.

O gréfico da intensidade de fluorescéncia em funcéo do tempo, para tecido
lesionado e para tecido normal (Figura 49), mostra a analise quantitativa da leséo da
Figura 48, onde as pequenas diferencas observadas sdo devido a resolugcéo das
imagens serem alteradas pela movimentagao do paciente ao longo dos 60 minutos

de espera.
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Figura 49 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia em fungéo do tempo para tecido normal e tecido
formado por células pré-malignas.

Das 9 lesbes analisadas nesse grupo, 4 apresentaram aumento na
intensidade de fluorescéncia causada pela formacdo de PplX nas bordas (Figura
50). Esse acréscimo ndo passa dos 25% na maioria das lesdes, o que, como ja
discutido anteriormente, ndo é suficiente para apresentar diferenga significativa na
fluorescéncia da lesdo devido a aplicagdo do ALA 10%, como mostra a avaliagao

intragrupo do teste estatistico.
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Figura 50 - Resposta da queratose actinica ao ALA 10%. Porcentagem de aumento de fluorescéncia
obtida apds 60 minutos de aplicagdo da solugdo contendo o pro-farmaco a concentragao
de 10%.

A avaliagdo intragrupo, para comparar tecido lesionado antes e apo6s a
aplicacdo do ALA 10%, néao apresentou resultado significativo (p= 0,349310),
também nao apresentou resultado significativo (p= 0,051367) a comparagao entre
tecido normal antes e ap6s a aplicagdo do ALA 10%. A comparacao feita entre o
tecido lesionado e o tecido normal (avaliagéo intergrupo), antes e ap6s a aplicagéo
do ALA 10%, apresentou resultado significativo para ambos os casos, p= 0,000380 e

p= 0,002837, respectivamente.

Como foi observado, o aumento da concentracédo do pré-farmaco, de 5% para
10%, ndo melhorou sua penetragcdo, uma concentragcdo muito acima dessas
utilizadas seria inviavel para o diagnostico devido ao maior custo do medicamento.
Outro ponto discutido nessa sesséo diz respeito a grande quantidade de células
mortas presentes na superficie dos CBCs e, principalmente, das queratoses
actinicas, o que dificulta a penetragcdo do ALA. A solugdo para este problema é a
curetagem da leséo antes da aplicagcao do pré-farmaco, esse procedimento ja é feito
na Terapia Fotodindmica (TFD), mas, no presente protocolo isso néo foi aprovado

pela médica dermatologista responsavel. A estratégia, entdo, foi de analisar lesées
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que foram preparadas (curetadas) para receber o tratamento por TFD. A Figura 51
compara a fluorescéncia de um CBC curetado e a de CBCs néo curetados, parte do

estudo para o diagnéstico fotodindmico, que utilizou ALA 5% e ALA 10%,

respectivamente.

Figura 51 - (A) CBC curetado, submetido a TFD, (B) e (C) CBCs n&o curetados, partes do estudo para
o diagnostico, com ALA 5% e 10%, respectivamente.
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4 CONCLUSAO

O estudo in vitro, utilizando o phantom de pele, mostrou que os comprimentos
de onda sofrem modificagdes diferentes em meio turbido, e que s&do os menores
comprimentos de onda que sofrem uma maior atenuacdo. Para o arranjo
experimental empregado, essa variagdo mostrou-se pequena. As propriedades de
espalhamento e absorgdo do meio utilizado para simular a pele ndo refletiram em
grandes variacbes do coeficiente de atenuacédo total, usado para avaliar a
propagacao da luz no tecido, nos comprimento de onda dentro do pequeno intervalo

investigado (regido do visivel).

Apesar das limitagdes de excitagédo/coleta, foi possivel identificar padroes de

variagéo da intensidade de fluorescéncia em funcao da profundidade e do tempo.

Com base nestes resultados, o maior limitante para a deteccdo da
fluorescéncia € a luz de excitacédo, que deve chegar com uma intensidade suficiente
para ser absorvida pelo centro fluorescente. No caso da fluorescéncia emitida, a luz
também deve percorrer o meio turbido até ser detectada na superficie, sofrendo

modificagdes que interferem igualmente no sinal coletado.

A fluorescéncia usada para o diagnostico de CBC consegue diferenciar
significantemente tecido normal de tecido tumoral devido ao acumulo preferencial da
PpIX em regides da pele com leséo. Esse acumulo aumenta o contraste entre o
tecido sadio e o tecido lesionado, que permite identificar as bordas da lesao, e

proporciona um tratamento mais eficaz.

Para a deteccéo das lesbes de pele ndo malignas, queratose actinica e
queratose seborréica, apenas as suas imagens de autofluorescéncia mostraram-se
suficientes, o que é muito importante para se obter um diagnéstico precoce. No caso
da queratose actinica, devido ao excesso de queratina na superficie da lesdo, o ALA
nao consegue penetrar adequadamente no tecido para formar a PplX. Ja para as

queratoses seborréicas, que absorvem a luz e ndo fluoresce, sua imagem de
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autofluorescéncia apresenta os pseudocistos corneos, que sao caracteristicos desse

tipo de lesdo, por esse motivo, auxiliam no diagnostico.

Para os casos de CBC e queratose actinica, a concentracdo do ALA foi
aumentada de 5% para 10% e isso mostrou que a baixa formacao da PplX ndo era
devido a concentracédo e sim devido a limitacdo da penetracéo da solugdo do pro-

farmaco.

A curetagem prévia deve resolver o problema de penetragcdo do ALA e
consequente formagao da PplX, tanto em CBC quanto em queratose actinica. Esse
procedimento ja é feito nas lesdes que serdo submetidas a Terapia Fotodinédmica. A
curetagem retira as células mortas e a camada de queratina que estao na superficie

da lesao, facilitando a penetracao do pré-farmaco e a posterior formacéo da PplX.

A imagem de fluorescéncia de campo amplo € uma potencial ferramenta
auxiliar no diagnéstico de lesdes cutédneas. A técnica de detecgédo fotodinamica
mediada por ALA pode aumentar o contraste visual dos carcinomas basocelulares.
O entendimento da propagacéo da luz em meios turbidos € essencial para aumentar
o poder de resolugdo da localizagdo do centro fluorescente em profundidade no

tecido.
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——— , .\~ COMITE DE ETICA EM PESQUISA
~/ \\ Fundacao Hospital Amaral Carvalho

F UMND A C A O b siandsunior, 16 Jardin Alvorada - GEP 17210800 —Jai [ SP - 1 (014) 06071194 - Famal - 1552

A\RAL CARVALHO

Harecer CEPFHAC = 123/10.

Projeto de Pesquisa:

"Identificagao de Lesdes de Pele por Deteccdo Fotodinamica Mediada por Acido Aminolevulinico”
Documentos Analisados:

¥ Projeto de Pesquisa. '

Responsavel pelo Estudo:

Autoria: Cintia Teles de Andrade - Pés-graduanda de Fisica Aplicada Biomolecular — Institute de Fisica
de Sao Carlos / Universidade de Sao Paulo
Orientagédo — Ana Gabriela Sélvio — Médica dermatologista do Hospital Amaral Carvalho

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagic Hospital Amaral Carvalbio analisou os
doeumentos supracitados na 637 reunido ordinaria realizada no dia 29 de outubro de 2010. Segue
abaixo as consideragoes feitas pelo relator:

"0 objetive do presenie projeto € ufilizar a técnica de diagnéstico per flucrescéncia ndo
marcada de lesées malignas ocu pré-malignas de pele, com fator de excluséo no diagnostico do
melanoma. Alravés de equipamento especifico para este fim. O medicamento utilizado para
fluorescéncia marcada serd o acido 5-aminolevulinico (5-ALA). Os pacientes incluidos serdo triados pela
dermalologista do departamento de pele do HAC. Serdo realizadas imagens das lesdes e 0s pacientes
receberdo orientagbes verbais e escrita.

O projeto contém a autorizagda do chefe do servigo de social da Fundagdo Amaral Carvalho
e declaragdo de que ndo envolvera énus financeiro para a instituicdo.

O TCLE apresentado é redigido em linguagem simpies & com informagdes detalhadas sobre
o astudo,

Frenis ao exposto sugiro aprovagdo do projeto.”

Diante do exposto, manifestamo-nos pela aprovagio sem restrigies dos documentos
avaliados.

Informamos que 0s referidos documentos Sao rubricados pelo colaborador do CEPFHAC,
Ficardo Augusto Sartori, @ que nenhum dos pesquisadores envolvidos no estudo participou da voiagac

Aproveito para recordar-he do compromisso de enviar relaiorios semestrais referentes a
svolugao do estudo.

;{;&_\w /( ol Méﬁ, Jai, 29 de outubro de 2010.

Dr. Ederson Roberto de Mattos
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Fundagdo Hospital Amaral Garvalho
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APENDICE 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro, para os devidos fins, que fui devidamente informado(a) sobre a
pesquisa de detecgdo de lesbes de pele através do diagnéstico fotodinamico
(PDD) utilizando um sistema de diagnostico desenvolvido no Instituto de Fisica de
Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo.

Estou ciente de que esse diagnoéstico é feito de forma gratuita, ndo havendo
despesas ou 6nus de qualquer natureza da minha parte.

Fui informado(a) sobre o processo de aplicagdo da solugdo, devendo
permanecer com o local coberto pelo periodo de uma ou duas horas , de acordo
com este estudo. Serédo tiradas imagens das minhas lesdes e logo ap6s estarei apto
a voltar pra casa.

Minha participacdo é voluntaria, livre de qualquer coacdo ou obrigacéo.
Ficam-me assegurados os seguintes direitos: liberdade para interromper a
participacdo a qualquer momento do estudo, de acordo com a minha vontade.
Também me é assegurada a confidéncia de qualquer dado pessoal, assim como o
sigilo de minha identidade.

Declaro ainda que fui certificado de que os resultados obtidos poderdo ser
utilizados em publicagdes e estudos futuros. Autorizo a publicacdo das fotografias
das lesdes sem que meu nome seja divulgado.

Eu, ,
RG n° , apos ter lido e entendido as informagdes
esclarecido minhas duvidas concordo voluntariamente em participar deste estudo,
podendo receber informacdes adicionais com a pesquisadora abaixo referida.

Paciente Pesquisadora Cintia Teles

Prof? Dr® Ana Gabriela Salvio

Telefones para contato: (14) 3602 — 1374 ou (14) 3602 — 1375

Departamento de Pele do Hospital Amaral Carvalho de jau



