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RESUMO

STRINGASCI, M. D. Investigacdo da Dosimetria para TFD com o uso de fibra difusora — modelos em
phantom e in vivo. 2012. 91 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de S&o Paulo, So Carlos, 2013.

A terapia fotodindmica (TFD) tem sido utilizada no tratamento de lesGes neoplésicas e ndo-
neoplésicas. Sua base é a combinacdo de trés elementos-chave: fotossensibilizador, oxigénio
molecular e luz em comprimento de onda que excite o fotossensibilizador, levando-o a gerar
espécies reativas de oxigénio que causam danos a estrutura celular. Portanto, a iluminacdo é
um dos fatores essenciais para a inducdo da resposta adequada. Nos casos de lesdes
superficiais, a iluminacdo é facilmente obtida através da irradiacdo da superficie da mesma.
Contudo, no tratamento de tumores solidos ou invasivos, é preciso recorrer a TFD intersticial,
na qual fibras dpticas sdo inseridas no tumor. No entanto, as diferencas no perfil de emissdo
de luz a partir das fibras difusoras, dependem do modo de fabricagdo, tamanho e
propriedades, o que dificulta o estabelecimento de uma dosimetria de luz apropriada. Com
este estudo, buscou-se contribuir no entendimento de como a luz, emitida por uma fibra
difusora, se comporta no meio tdrbido, assim como no tecido bioldgico. Dessa forma, buscou-
se prever como a luz se propaga no meio e, assim, poder estimar a dose adequada de luz que
se deve entregar ao tecido para que toda uma regido seja irradiada. Para isto, foi utilizada uma
fibra optica com um difusor cilindrico de 20 mm de comprimento emissor, acoplada a um
laser de diodo em 630 nm e uma fibra dptica isotropica de coleta, para medir a intensidade de
luz emitida pelo difusor em varias posi¢fes. As medidas permitiram obter uma caracterizacédo
do perfil de emissdo da fibra, sendo o ar o Unico meio de propagacdo da luz nesse caso.
Posteriormente a obtencdo do perfil, uma solucdo lipidica foi utilizada como phantom de
tecido bioldgico. As fibras foram encapadas de modo a expor somente uma se¢do de 1 mm de
comprimento delas. Com as fibras submersas na solu¢cdo do phantom, foram realizadas
medidas do campo de luz gerado por este elemento de 1 mm de comprimento do difusor. A
partir da caracterizacdo da emissdo do elemento, foi possivel recuperar a distribuicdo de luz
gerada por todo o difusor utilizando composicdes ponderadas feitas a partir deste elemento.
Estas composicdes apresentaram melhores resultados quando foi considerada a uma prévia
caracterizacdo da fibra na ponderacdo da reconstrucdo. A TFD foi realizada em figado de
ratos sadios para a analise de uma resposta real e, com o auxilio de ferramentas
computacionais, foi possivel reconstruir a necrose constituida pela irradiagédo da fibra toda, a
partir da necrose gerada por um elemento difusor de 2 mm da fibra (obtido da mesma forma
que o elemento de 1 mm), com resultados também otimizados com o uso da caracterizacao da
fibra como base para a soma ponderada. Os resultados demonstraram que, através da
caracterizagcdo do perfil de iluminagdo da fibra difusora e da distribuicdo de luz em meio
turbido, foi possivel definir teoricamente um padréo de necrose semelhante ao observado no



modelo animal. Portanto, a reconstituicdo do perfil obtida possui potencial para permitir
melhorias no entendimento e na dosimetria de aplicacOes intersticiais de luz para TFD.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica. Intersticial. Campos de luz. Dosimetria.



ABSTRACT

STRINGASCI, M. D. Investigation of dosimetry for the PDT using diffuser fiber — models in phantom
and in vivo. 2012. 91 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
Universidade de S&o Paulo, So Carlos, 2013.

Photodynamic therapy (PDT) has been used for treatment of several tumor types, and presents
best results for surface lesion. Light penetration on biological tissue is one limiting factor in
PDT, interfering with the treatment of invasive or solid tumors. In those cases, a possible
solution is to use interstitial PDT, in which optical fibers are inserted into the tumor.
Cylindrical diffusers have been used for the application of interstitial PDT. However,
differences in the diffuser light emission depend on the manufacturing process, size and
optical properties of the fiber, which make it difficult to establish light dosimeter. This study
aims to determine the distribution of light generated by a cylindrical diffuser in a turbid
medium. A solution of lipid emulsion was used as an optical phantom. An optical fiber with a
cylindrical diffuser of 2 cm in length was connected to a diode laser 630 nm, and the spatial
distribution of light generated by the diffuser was measured by scanning a collector optical
fiber. From the measurement of the light field generated by an element (1 mm long) of a 20
mm-long cylindrical diffuser, recovery of the distribution of light generated by the entire
diffuser is expected. The results obtained so far show that it is possible to reconstruct the light
field of a 20 mm-long cylindrical element diffuser by measuring the light emitted
simultaneously by 20 elements of 1 mm. Then, the PDT was done in rat liver to analyze a real
response and, with help of computational tools, a necrosis generated by irradiation of all fiber
was reconstructed, using a necrosis produced by an element 2 mm long (likewise the element
1mm long). The results showed that knowing the illumination profile of a cylindrical diffuser
and the light distribution in turbid medium, it was possible to redefine a shape of necrosis
from as animal model theoretically. Therefore, the reconstruction of the profile obtained has
potential to improve understanding and the light dosimeter in interstitial PDT.

Keywords: Photodynamic therapy. Interstitial. Light fields. Dosimetry.
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1 Introducéo

O uso da luz visivel esta cada vez mais sendo implantada em tratamentos clinicos,
estando estes presentes tanto na area médica quanto na area odontoldgica. No entanto, a
propagacdo da luz no tecido é um fator limitante destas técnicas, pois toda a regido tratada
deve ser iluminada adequadamente, ou seja, quantidades de energia suficientes devem ser
depositadas em cada ponto do tecido a ser tratado para que haja sucesso terapéutico. Portanto,
0 conhecimento prévio de como a luz se distribuira no tecido é de fundamental importancia
para uma boa eficiéncia da técnica empregada. A Terapia Fotodindmica, foco deste estudo, é
um exemplo de modalidade terapéutica, cuja iluminacdo é um dos pontos-chaves para se obter

um resultado satisfatério quando adotada.

1.1 Interacdo da Luz com o tecido bioldgico

Opticamente, os tecidos bioldgicos podem ser classificados como meios turbidos,
meios ndo homogéneos, onde o indice de refracdo varia rapidamente com a distancia, e sdo

caracterizados por apresentarem tanto absorcéo quanto espalhamento da luz.* 2

E muito dificil prever a distribuicdo da luz em um tecido bioldgico, pois ao incidir no
tecido, assim como em um meio turbido, um feixe de luz pode interagir de varias maneiras.

Os fenbmenos de interacdo estdo esquematizados na Figura 1.

feixe incidente
espalhado
0, 2.
__________ O i
0, = iy | transmitido
refletido absorvido

Figura 1 - Esquema da propagacdo de luz na matéria, A%aPada de3

Quando o feixe penetra em um material completamente transparente, o feixe sofrera
um desvio na direcdo de propagacdo (refracdo) segundo a Lei de Snell (n,senf; = n,senf,)

e saira pela outra face do material (feixe transmitido) sofrendo outra refracdo, onde n; e n, séo
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os indices de refragdo nos meios 1 e 2, respectivamente, 01 ¢ o dngulo de incidéncia e 6, 0
angulo refratado. Porém, se o meio ndo for transparente, o feixe sofrer4d uma atenuacdo de

intensidade, através de dois processos: a absorcdo e o espalhamento.!

Em meios tdrbidos, estes dois mecanismos de atenuacdo estdo presentes
conjuntamente. Os tecidos bioldgicos sdo, predominantemente, espalhadores, embora tenham

algum carater absorvedor.*

Usualmente, uma solucdo composta por controladas concentracdes de emulsdes
lipidicas e absorvedoras € utilizada como phantom de tecido bioldgico, a fim de simular a
propagacdo da luz no tecido em experimentos de dosimetria de luz. Pois, esta solucéo turbida
é opticamente equivalente ao tecido, além de nao possuir fortes bandas de absorcdo na regido

visivel do espectro eletromagnético.’ >’

1.1.1 Absorcéo da luz

Os atomos ou moléculas que compdem o0 meio absorvem a radiacdo incidente, esta
energia pode ser convertida em energia cinética (vibracional e/ou rotacional), gerar calor ou
produzir estados excitados.*

Em um meio predominantemente absorvedor, o coeficiente de absorcdo (n,)

representa a taxa de energia perdida pela absor¢do por unidade de comprimento. A variacéo
de intensidade na direcdo de propagacdo do feixe é dada pela reducdo da intensidade inicial

por um fator igual a taxa de energia perdida 1

dl(z
) o l(@) = 1) = Lexp(—1,2) M

onde 1(z) é a intensidade (W/cm?) em funcéo da profundidade de penetracdo z (cm), e lo é a

intensidade em z=0.8

Um adulto humano é constituido, em média, por 70% de agua e 30% de moléculas
organicas. A capacidade dos tecidos em absorver radiagdo pode ser quantificada segundo a
contribuicdo eletronica das moléculas constituintes e a sua concentracdo, além da espessura

do tecido e do comprimento de onda da radiagéo utilizada.’
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A absorcdo da luz pela 4gua é predominante na regido do infravermelho
(comprimentos de onda superiores a 1200 nm) e do ultravioleta (comprimentos de ondas
inferiores a 200 nm). Nestas regifes, as propriedades de absorcdo dos tecidos sdo muito
semelhantes as da agua. Porém, para comprimentos de onda entre 300 e 700 nm a agua €
praticamente transparente e as biomoléculas que constituem os principais absorvedores
bioldgicos sdo as proteinas, a hemoglobina e a melanina. O intervalo de comprimentos de
ondas situado entre os 650 e 1300 nm, onde a absor¢do da agua e das moléculas organicas €
mais baixa, ¢ denominado de “Janela Optica Terapéutica”.* O espectro de absorcdo de varios
constituintes de tecido bioldgico humano, para comprimentos de onda entre o ultravioleta e

infravermelho, estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Espectro de absorcéo de vérios constituintes de tecido biolégico humano para comprimentos de onda
entre o ultravioleta e o infravermelho.*

1.1.2 Espalhamento da luz

O espalhamento esta relacionado com as heterogeneidades do meio, tendo variagcdes por
diversos fatores como o tamanho das particulas espalhadoras, a distancia entre elas e o

comprimento de onda da radiacéo.

Para descrever o espalhamento da luz, alguns modelos tedricos sdo bastante utilizados:
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- O Modelo de Rayleigh trata o espalhamento elastico provocado por centros espalhadores
muito menores que o comprimento de onda (apresentam até um décimo de A). Espalha os
fotons igualmente nas direcdes de 0 e 180° e a energia dos fétons néo sofre alteragdo.™* ~*?

- O Modelo de Mie define o espalhamento elastico provocado por espalhadores muito
maiores que o comprimento de onda da luz incidente. Espalha, preferencialmente, para

frente 1t 12

No entanto, estes modelos sdo incapazes de explicar o fenbmeno de mdltiplos
espalhamentos em tecidos bioldgicos, devido a complexidade de sua constituicdo. O Modelo
de Henyey-Greenstein descreve a distribuicdo angular da luz espalhada por particulas

pequenas, tal distribuicdo € descrita por 2, a funcéo de fase p(theta)

1—g°
4m(1+ g* — 2gcos®) a2

p(@) = )

onde g é o coeficiente de anisotropia, que representa o cosseno médio de todos os angulos de
espalhamento ® que pode variar entre -1 e 1, de acordo com as caracteristicas do tecido. Em
tecidos bioldgicos, geralmente, é usado um valor de g em torno de 0,9.* A variacdo do
espalhamento do Modelo de Henyey-Greenstein em funcdo de g pode ser representada pela

Raig ————m—
incidente =i Y
o (&) :
2/ WA L

-:.._,_‘_"-_ _____ e

Figura 3.

Figura 3 - Variacdo das direcGes de difusdo do Modelo de Henyey-Greenstein em funcdo do coeficiente de
anisotropia.™

Em um meio espalhador e ndo absorvedor, a atenuacdo do feixe de luz pode ser

descrita de maneira analoga a da absor¢do de acordo com a equacéo 3,

1(2) = Lexp(—1,2)) 3)

onde u, corresponde ao coeficiente de espalhamento.®
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Em um meio tarbido, os efeitos de espalhamento e de absor¢do contribuem para a
atenuacéo da luz incidente. A atenuacdo da luz, nesse caso, passa a depender do coeficiente de

atenuacdo total (u;) de acordo com a equacdo 4, cujo valor depende dos coeficientes de

absorcéo, de espalhamento e de anisotropia.

I(z) = Lexp(—urz) 4

onde gy = po + (1 — glp.

Além disso, . = po., sendo g a densidade de particulas espalhadoras no meio e o, a

secdo de choque de espalhamento (ou seja, a habilidade da particula de espalhar luz).**

Neste caso, é considerado que as particulas espalhadoras estdo suficientemente
separadas para que sejam independentes umas das outras. Entretanto, ndo € o que ocorre em
um tecido bioldgico e, para este caso, é necessario um tratamento envolvendo teorias de
espalhamento multiplo, ja& que a densidade de tais particulas é suficiente para que as
interacdes de ondas espalhadas entre particulas vizinhas ndo possam ser ignoradas. Desta
forma, partindo da Teoria Eletromagnética de Maxwell, tem-se o comportamento da luz

descrito pela equacéo 5,

12) = L exp(—trs7) ©)

onde g = /30, (1, + (1 — g) 1) e r adistancia percorrida pelo feixe. ***

1.2 Terapia Fotodindmica

A Terapia Fotodinamica (TFD) vem sendo cada vez mais utilizada nos tratamentos de
lesGes malignas e potencialmente malignizaveis. A TFD, basicamente, consiste no uso de um
fotossensibilizador (FS), que € administrado localmente ou sistemicamente. Apos um tempo
de espera para que ocorra a biodistribuicdo e acimulo preferencialmente pelo tecido tumoral,
é aplicada luz em comprimento de onda apropriado a absorcdo pelo FS. Esta iluminagéo pode
ser feita de maneira superficial ou intersticial > 324

A interacdo FS+luz+oxigénio molecular que esta presente no tecido, produz espécies

reativas de oxigénio que sdo citotoxicas, ou seja, capazes de levar as células tumorais a
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morte.”®* Quando as moléculas de FS recebem luz com energia apropriada, um elétron é
excitado do estado fundamental para o estado singleto. Ent&o, este elétron pode voltar para o
estado fundamental por fluorescéncia ou decair para um estado tripleto metaestavel, através
do chamado cruzamento intersistema, como se verifica no Diagrama de Jablonski da Figura 4.
O tempo de vida do estado tripleto varia de 10 a 10 segundos e, durante esse tempo, o FS
excitado pode interagir com moléculas vizinhas através de dois mecanismos: 1°) pode
remover um atomo de hidrogénio de uma molécula ou transferir elétrons, gerando radicais
livres que sdo capazes de oxidar uma grande quantidade de moléculas (as chamadas reagdes
tipo 1); e 2° pode transferir energia ao oxigénio molecular inicialmente no estado
fundamental (tripleto) para excitd-lo para um estado singleto, que é uma forma altamente
reativa de oxigénio, sendo mediador de dano fotoquimico na célula. Tais interacGes podem
resultar na destrui¢do do sistema vascular ou da matriz intercelular ou, ainda, na modificacdo
de fungdes mitocondriais e de sistemas de biomembranas celulares, em que ambos levam a

morte as células neoplésticas, preferencialmente. *°
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Figura 4 - Diagrama de Jablonski, A%t de4
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A qualidade de um fotossensibilizador também pode ser determinada pela sua eficiéncia
em sofrer cruzamento intersistema, quanto maior é essa eficiéncia, melhor € considerado o
FS." Esta eficiéncia também pode ser determinada por outros aspectos como a seletividade e

toxicidade da droga.*®

1.2.1 Terapia Fotodinamica Intersticial

A dosimetria de luz consiste um dos pontos-chave da TFD e vem sendo bastante
estudada. Teorias que descrevem a propagacdo da luz em meios turbidos, bem como em
tecidos biologicos tém sido utilizadas a fim de prever a distribuicdo da luz em uma leséo e
assim permitir calcular adequadamente a dose de luz (intensidade de luz pelo volume

depositado) que deve ser entregue ao tecido-alvo.'” 8

O uso da iluminacgdo superficial na TFD de tumores geram resultados significativos,
porém, a limitacdo da penetracdo da luz no tecido durante este tipo de iluminacdo
impossibilita o tratamento de tumores profundos ou volumosos, visto que, a entrega de luz em
quantidade suficiente para o tratamento limita-se a uma profundidade de cerca de 5 al0mm,
para comprimentos de onda na regido do vermelho, intervalo espectral mais empregado para

excitacdo dos FSs disponiveis atualmente.*

Neste caso, pode-se recorrer a terapia fotodindmica intersticial (TFD intersticial), onde
uma fibra Optica é inserida diretamente na lesdo. Neste tipo de aplicacdo, sdo usadas fibras
comuns com extremidade plana ou fibras difusoras cilindricas. Esta estratégia de iluminacéo
permite que o tumor seja tratado de dentro para fora e mdltiplas fibras também podem ser
utilizadas a fim de que todo o volume tumoral seja tratado.?’ 2! Desta forma, entregando a luz

diretamente ao volume de interesse, minimiza o dano aos tecidos sadios adjacentes.?? %

Esta técnica é utilizada desde 2000, no tratamento de préstata.?* Em sua aplicacéo, a
determinacéo da quantidade de luz a ser depositada € bastante complexa, pois depende de uma
série de fatores como: geometria da lesdo, estrutura do tecido, propriedades Opticas, inclusive

quantidade do FS, e localizagdo da lesdo.” 2
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1.3 Dosimetria apropriada

Ao incidir no tecido, o feixe de luz perde sua intensidade a medida que penetra no
tecido devido as interacdes de absorcéo e espalhamento. Por conta desta perda de intensidade,
a necrose do tecido atinge uma determinada profundidade, pois, para que as células sofram
necrose é preciso que o tecido absorva uma certa quantidade de energia por unidade de
volume, esta quantidade minima de energia por unidade de volume é chamada de limiar de
dose. Hoje, estas quantidades ndo sé&o medidas e ndo fazem parte da metodologia de aplicacdo
da TFD. % Ao realizar a TFD, é preciso ter certeza de que luz penetre em todas as partes da
lesdo com intensidade acima daquela considerada minima para causar morte celular. Isto
exige um estudo de como a luz se propaga no tecido antes da aplicacdo da luz durante o
procedimento da técnica.”® %

Em um procedimento clinico convencional de TFD, a luz é aplicada na superficie do
tecido com uma determinada irradiancia (mW/cm?) durante um certo periodo de tempo, até
que se atinja a intensidade desejada (J/cm?). Este tipo de aplicacdo apresenta resultados
satisfatorios quando a lesdo é superficial, ja que a penetracdo da luz em comprimentos de
onda comumente utilizados na TFD é bastante limitada.*® Porém, quando a leséo exige um
tratamento intersticial, torna-se necessario um método de dosimetria que averigue a

distribuicdo ao longo de todo o volume do tecido.*

O método de analise da propagacdo da luz em meios turbidos mais usado é o Método
de Monte Carlo, pois é o unico método que pode ser utilizado tanto no limite proximo a
superficie quanto em regides mais profundas do meio e seus resultados costumam ter boa
concordancia com dados experimentais. A ideia principal deste método é simular o caminho
6ptico de um féton num meio tarbido.™ *® Porém, fatores como coeficiente de absorcéo e
espalhamento, coeficiente de anisotropia e fragéo de isotropia do meio devem ser conhecidos
anteriormente, para alimentar o programa. Estes fatores mudam para cada tipo de tecido e
valor de comprimento de onda, e estes valores nem sempre sdo completamente estabelecidos

na literatura para todas as regiées do espectro.*"*°

Monte Carlo é um método estatistico e sua confiabilidade aumenta com o nimero de
fétons analisados, resultando em um longo tempo de processamento computacional, o que
torna este método, novamente, inviavel para a pratica clinica em tempo real.* Além disso,

uma grande dificuldade de determinar a dosimetria de luz corretamente & que as
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caracteristicas do tecido-alvo variam de amostra para amostra e de paciente para paciente,
fazendo com que a dosimetria apropriada seja a base de informac@es coletadas do proprio

tecido que sera submetido & TFD.%2 "%

Muitos sdo os trabalhos que buscam entender a distribuicdo de luz em tecidos
bioldgicos, porém, em sua maioria, buscam este entendimento ao estabelecer as contribuicdes

da atenuacéo da luz no tecido para diferentes comprimentos de onda.

No trabalho de H. Ullah (2010), por exemplo, foram encontrados os coeficientes de
absorcdo, de espalhamento e o fator de anisotropia no figado de rato sadio quando iluminado
com os comprimentos de onda de 800, 630 e 490 nm.** R. J. Amdur (1996), também
determinou o valor do coeficiente de atenuacdo efetivo de varios tecidos humanos (musculo
esquelético, figado e prostata) quando iluminado no comprimento de onda de 632 nm.*® Em
ambos os trabalhos foram realizados experimentos em tecidos ex-vivos, por se tratar de
medidas invasivas, desta forma, os coeficientes encontrados podem diferir de seus valores no
tecido vivo sabendo que as caracteristicas Opticas do tecido também se alteram em funcdo da

modificacdo do metabolismo e a interrupc¢do da vida.

Dessa forma, metodologias que caracterizem opticamente os tecidos bioldgicos, assim
como o entendimento da distribuicdo da luz com diferentes tipos de acoplamento 6ptico sdo
relevantes para o estabelecimento de uma dosimetria em tempo real para TFD.

1.4 Objetivos

O objetivo geral do presente estudo foi a analise da distribuicdo da luz em meio tarbido
assim como no tecido bioldgico empregando a emissdo com fibra difusora cilindrica. Para isto
foi analisada a possibilidade de criar pequenos elementos de um difusor cilindrico para prever
0 campo de luz emitido pelo todo. Entdo, foi necessario uma avaliagdo da emisséo da fibra, ou
seja, sua simetria e sua isotropia, e como ocorre a propagacao da luz emitida pela mesma

guando inserida no tecido bioldgico.
Obijetivos especificos

1. Avaliagdo da emissdo de uma fibra difusora

2. Auvaliagdo da distribuicdo da luz em meio turbido (phantom)
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Modelamento matematico da distribuicdo da luz

Avaliacdo da resposta fotodindmica (necrose) em figado de rato
Wistar

Comparacdo da necrose prevista em funcdo da dose limiar e da

necrose real (validagcdo do modelo)
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2 Materiais e Métodos

2.1 Experimentos em phantom

Nesta parte do experimento, foi utilizada uma fibra cilindrica de difusdo isotropica
com 20mm de comprimento e de 2mm de diametro, como mostrado na Figura 5 (A). O laser
empregado foi o laser de diodo com seis saidas independentes e comprimento de onda de

630nm (Quantumtech, Sao Carlos, Brasil), mostrado na Figura 5 (B).

Na coleta da luz, foi usada uma fibra Optica de coleta (IP85, Medlight S. A., Suica)
contendo uma esfera de 800um de didmetro na extremidade, possibilitando detectar a luz de
maneira quase isotrdpica. A fibra foi fixada em um estagio de translacdo para deslocamento
espacial (nos eixos “X”, “y” e “z”), como na Figura 5 (C). A saida de laser do protétipo

utilizada foi avaliada quanto a estabilidade temporal e mostrou-se estavel.

A fibra de coleta foi conectada a um sistema de leitura, que consiste em um
espectrofotébmetro (USB, OcenOptics, Orlando, FL, EUA) acoplado a um computador portatil
operado através de um software (OOIBase32™, OceanOptics), Figura 5 (D). O
espectrofotdmetro separa o feixe de laser em comprimentos de onda e fornece o nimero de
fotons incidentes em intensidade de luz (unidades arbitrarias) em tempo real. Nessa leitura,
puderam ser selecionados parametros para que o sinal ndo fosse saturado, neste caso foram
usados valores de tempo de exposi¢cdo de 20 ms e uma média de 10 leituras para cada
aquisicdo. Além disso, também foi certificado de que a intensidade na saida do laser se

mantinha estavel durante o tempo de iluminacao.

Nesta parte foi realizada a caracterizacdo bidimensional e tridimensional da fibra e
tentativas de reconstrugédo da fibra a partir de elementos utilizando os mesmos sistemas de

emissdo de luz e deteccdo de medidas.
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() (D)

Figura 5 - (A) Fibra cilindrica isotropica com 20 mm de comprimento; (B) Laser de diodo com seis saidas de
intensidades diferentes operado em baixa poténcia e com comprimento de onda de 630nm no
vermelho visivel; (C) Fibra de coleta fixada em um estidgio de translagdo que permitia seu

[T L I T}

deslocamento espacial (nos eixos “x”, “y” e “z”); (D) Sistema de leitura, operado através de um
software.

2.1.1 Caracterizacdo da fibra suspensa no ar

Um passo muito importante é saber como a emissdo de luz da fibra se comporta na
extensdo de seu comprimento. Caso a emissdo da fibra fosse uniformemente distribuida, os
campos de luz se distribuiriam elipsoidalmente ao redor da fibra®, porém a emisséo depende
da fabricacdo da fibra e, eventualmente, pode apresentar irregularidades nesta emissdo e

comprometer a entrega uniforme de luz num dado volume quando desconhecidas.®® %

Para tal caracterizacdo, o sistema foi alinhado de maneira que a fibra de coleta
percorresse paralelamente a fibra difusora, Figura 6 (A). Entdo, o plano “x-y” foi deslocado
paralelamente & fibra, os valores de intensidade foram coletados e anotados em tabelas e,
assim, utilizando o software Origin® (versdo 8.0, OriginLab Corporation), como em todos 0s
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casos a seguir, foram obtidas as curvas de isointensidades medidas. Este processo foi
realizado no outro lado da fibra. Para isso, a fibra emissora foi rotacionada em torno do

préprio eixo em 180° com relagdo a montagem original, de acordo com a Figura 6 (B).
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Figura 6 - (A) Deslocamento da fibra de coleta proximo a fibra de emisséo e (B) Fibra cilindrica isotrépica em 2
posices distintas.

2.1.2 Avaliacdo das curvas da isointensidades de luz com a fibra difusora imersa em um
phantom espalhador

Para avaliar a propagacdo da luz quando imersa em solugbes com diferentes
concentracOes de agente espalhador, foram utilizadas solugcdes de dgua com quatro diferentes
concentracdes de Lipofundin (emulsédo lipidica espalhadora). No primeiro caso foi utilizado
apenas agua; no segundo, 0,1% de Lipofundin em &gua; no terceiro, 0,5% de Lipofundin em

agua; e no quarto, 1% de Lipofundin em agua.

A fim de facilitar as medidas, foi utilizado apenas um elemento de 1mm da fibra
difusora emitindo luz. Para restringir a iluminacdo a este elemento, o restante da fibra difusora
foi encapado com um material termoretratil preto de modo a deixar apenas este elemento
emitindo luz no centro da fibra, como mostrado na Figura 7 (A). Entéo, para a realizacdo das
medidas, o eixo de varredura da fibra de coleta foi alinhado de modo a garantir que o
deslocamento fosse paralelo a fibra difusora, as fibras foram inseridas num recipiente plastico
(com volume de 3 litros) e este foi completamente preenchido pelas solugdes, como mostra a
Figura 7 (B).
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(A) (B)

Figura 7 - (A) Fibra difusora encapada com um material termocompressor preto de maneira a deixar apenas um
elemento de 1 mm emitindo luz; (B) Esquema experimental utilizado contendo uma solugdo de 3
litros no recipiente de agua e Lipofundin (uma emulséo lipidica espalhadora).

A fibra de coleta, inicialmente, foi colocada no centro do elemento difusor. Entéo, a
coleta foi realizada deslocando de 0,5 em 0,5 mm nos eixos x e y, formando um plano
tangente ao elemento difusor. Com as medidas realizadas, os resultados, para cada caso,
foram normalizados, de forma a obter valores entre O e 1. E entdo, foram obtidas as matrizes e

gerados os graficos de distribuicdo das curvas de isointensidades de luz.

Todas as medidas foram realizadas em um recipiente contendo grande volume de
solucdo, aproximadamente 3L, suficiente para as medidas de espalhamento na regido do
vermelho. As fibras de emissao e de coleta foram arranjadas bem ao centro do recipiente, para
que desta forma fosse evitado interacdo da luz com a interface do material e, assim,

consequentes efeitos de borda.

A solucdo contendo agua e 1% de Lipofundin, concentracdo que é utilizada em um
phantom de tecido biolégico bastante empregado na literatura, o phantom de pele®’, sera
utilizada em alguns testes para reproduzir campos de luz emitidos por parcelas diferentes da

fibra difusora:

- Na tentativa de verificar se 0 campo de luz emitido por um elemento difusor é
multiplo do campo de outro elemento, ou seja, se através do campo de um elemento é possivel
reconstruir outro através de uma multiplicacdo, foi realizado este experimento. Foi utilizado o
difusor de 20 mm e o material termoretratil para encapa-la. Nesta configuragdo, a fibra foi
encapada de modo a deixar dois elementos difusores expostos (1 mm cada), separados por
uma distancia de 10 mm, como mostra a Figura 8.
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Figura 8 - Dois elementos difusores de 1mm cada separados por 10 mm.

O sistema de coleta adotado foi 0 mesmo mencionado anteriormente, com a fibra
imersa no phantom, e tomando o centro da fibra como o ponto po. A matriz e o grafico da

distribuicdo da intensidade de luz foram obtidos.

- Para verificar se a juncdo de dois elementos difusores de 1mm é equivalente a um
elemento difusor de 2 mm, foram realizadas medidas para dois casos: no primeiro, foi

utilizado um difusor de 1 mm; no segundo, um difusor de 2 mm como mostrados na Figura 9.

(A) (B)

Figura 9 - (A) Elemento difusor de 1 mm e (B) elemento difusor de 2 mm.

A matriz obtida no primeiro caso foi transladada 1 mm em relacdo a sua posicao
anterior no eixo do difusor, e entdo somadas as duas matrizes (a matriz transladada e a nédo
transladada). Assim, a matriz resultante da soma foi obtida. A matriz final foi comparada com

a matriz correspondente ao elemento difusor de 2 mm.
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- As mesmas medidas também foram realizadas com a fibra emissora toda
desencapada, ou seja, tendo um elemento difusor de 20 mm. A matriz obtida anteriormente
para o elemento difusor de 1mm foi transladada 1mm em relacdo a sua posicao anterior, desta
vez, 19 vezes e somadas todas as 20 matrizes (a matriz original com as 19 matrizes
transladadas). Novamente o resultado obtido pela soma foi comparado com o resultado obtido
pela medida da fibra com emissdo total e, assim, pode-se avaliar se a emissdo de uma fibra

pode ser reconstruida a partir de um elemento difusor pequeno.

Entdo, na tentativa de avaliar se, mudando a posicdo do elemento escolhido na
extensdo do difusor para reconstrui-la, mantém-se o mesmo resultado, foram realizadas mais
trés medidas de elementos difusores de 1mm em posi¢oes diferentes (na extensao de 0, 4 e 20
mm no comprimento do difusor) e, foi realizado, para cada uma delas, uma nova soma das 20

matrizes deslocadas.

- Utilizando novamente um elemento difusor de 1mm, verificou-se se pode ser
reconstruido o campo de luz em torno de todo elemento difusor através da medida de um
Unico quadrante. Para isso, foi posicionada a fibra de emissdo no eixo y e a fibra de coleta no
eixo x, alinhada com o centro do elemento difusor, ambas as fibras foram imersas no mesmo
phantom. As medidas foram feitas, inicialmente, em toda a circunferéncia da fibra e,
posteriormente, em apenas um quadrante emitindo luz, ou seja, com 0s outros trés quadrantes

encapados com o material termocompressivo.

Entdo, a matriz encontrada no caso de um quadrante foi transladada para 0s outros
quatro quadrantes, as translacdes foram somadas entre si e os graficos obtidos. O resultado foi

comparado com a medida com emisséo em toda a circunferéncia da fibra.

2.1.3 Caracterizacao tridimensional de fibras em phantom com carater absorvedor

A fim de comparar a emissdao de luz para fibras de diferentes comprimentos, foram
utilizadas trés fibras difusoras com tamanhos diferentes: 5, 20 e 25 mm, como mostrado em
(A), (B) e (C) da Figura 10, respectivamente.
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Figura 10 - (A), (B) e (C) imagens das fibras difusoras de 5, 20 e 25 mm, respectivamente.

Para caracteriza-las, foi utilizada uma montagem experimental de acordo com a Figura
11, onde a fibra de coleta é acoplada a eixos de translacbes em que fez-se a varredura nas trés
coordenadas cilindricas. Apds garantir que a fibra de emisséo estava posicionada no centro do
volume cilindrico de varredura, fez-se a leitura e coleta de intensidade em cada ponto. Cada

uma das trés fibras foi caracterizada no ar e submersa no phantom.

Figura 11 - Montagem experimental utilizada para a caracterizacdo tridimensional da fibra.

Para que as caracteristicas épticas do phantom se aproximassem ainda mais com as de
um tecido biolégico, nesta parte do experimento foi inserido um agente absorvedor na
solucdo. Entdo, o phantom utilizado foi composto por 5 L de agua, 50 ml de Lipofundin (1%)
como material espalhador e 1,5 ml de tinta nanquim (0,03%) como material absorvedor. A
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escolha da concentracdo de tinta nanquim foi estabelecida a partir de testes realizados,
visando ter uma regido de iluminacéo suficiente para poder coletar uma grande quantidade de

valores de intensidade e a0 mesmo tempo, notar o efeito da absorcao do material.

2.2 Parte in vivo

Apdbs averiguar a propagacdo da luz em meio tarbido e reproduzir o campo de luz
emitido por um difusor através da soma de elementos menores, também foram analisadas o
volume de necrose obtido apds TFD intersticial em figado de rato sadio, empregando a
iluminacdo com diferentes elementos difusores, para que a mesma reconstrucao pudesse ser

realizada.

Foram utilizados 12 ratos machos da linhagem Wistar, pesando cerca de 400g. Os
animais foram distribuidos em quatro grupos: controle, iluminagdo com elemento difusor de 1
mm, de 2 mm de 20 mm (cada grupo composto por 3 animais). No grupo controle, ndo foi
aplicado o fotossensibilizador no animal e, entdo, para cada um dos trés animais do grupo, foi
adotada um diferente situacdo: iluminacdo com elemento de 1mm e com a fibra de 20 mm,

além de inserir a fibra completa no interior do 6rgdo, sem proceder com a iluminag&o.

2.2.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados usando quetamina 5% (Vetanarcol®, Konig) na dose
0,08 mL por 100g de massa corporal e xilazina 2g (Coopazine®, Coopers) na dose de 0,04

mL por 100g de massa corporal. O medicamento foi injetado por via intramuscular.
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2.2.2 Fotossensibilizador

O FS utilizado foi 0 Photogem®, um derivado de hematoporfirina de primeira geracao,
de origem russa (Photogem®, Photogem, Moscou, RUssia), e consiste em uma mistura de
mondmeros, dimeros e oligdbmeros de porfirina unidos por ligacbes éter ou éster. O FS é
produzido através da desfibrilacdo de protoporfirina IX (PplX) presente na corrente sanguinea
de animais e de humanos.™ A estrutura monomérica do Photogem® é apresentada na Figura
12.

H,C R,

COOR, COOR,

—_—tn=1-5

Figura 12 - Estrutura monomérica do Photogem®*.

O Photogem® foi preparado na concentracdo 1,5mg por 1kg de massa corporal. Foi
realizada uma laparotomia no animal para acesso direto a veia cava. O FS foi injetado
lentamente na veia cava. Apos a aplicagdo do FS, foi esperado o tempo de 30 minutos para

que o medicamento se acumulasse no tecido alvo (figado).*
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2.2.3 Terapia Fotodinamica

Apbs a espera dos 30 minutos, a superficie do figado foi exposta para iluminacdo. A
fibra com elemento difusor de tamanho selecionado (novamente pelo uso do material
termocompressivo), foi inserida no interior do érgdo, a aproximadamente 2 mm da superficie.
Uma abertura no 6rgdo foi realizada com uma agulha e a fibra com vaselina liquida foi

introduzida.

Entdo, o tecido foi iluminado com o laser de Diodo operando em 630 nm (Ceralas®,
Ceramoptec, Germany) por 1000 s com 0,4 W de poténcia, como na Figura 13. Depois da
irradiacdo, os animais foram suturados e receberam analgésico Banamine® (Martecorp®, Rio
de Janeiro, Barsil) na dose 2,2 mg por 1 kg de massa muscular. A poténcia do laser foi
estabelecida por testes preliminares, onde foi definido o maior valor de poténcia sem alteracédo
da temperatura da fibra durante o tempo de tratamento, garantindo, desta forma, a auséncia de
necrose causada por dano térmico e, a0 mesmo tempo, garantindo um volume de necrose que

fosse suficiente para analise dos resultados.

Figura 13 - Figado de rato Wistar sendo iluminagdo durante a aplicacdo da TFD intersticial.

O tempo de espera para o estabelecimento da necrose induzida no figado foi de 30
horas®, durante este tempo os animais se alimentaram normalmente, com &gua filtrada e
racao para roedores. Passado as 30 horas, os animais foram eutanasiados por inala¢do de CO»,
o tecido foi extraido, fatiado, corado com hematoxilina e eosina e submetido para montagem

de laminas.
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As laminas coradas foram fotografadas e, através do Programa MATLAB®, foram
estabelecidos os limites da necrose (interface com o tecido hepético normal). As &reas de

necrose foram alinhadas e empilhadas de forma a obter seu volume espacial global.

A figura obtida da lesdo iluminada pelo elemento difusor de 1mm foi transladada em 1
mm 19 vezes, e as 20 componentes (1 original e 19 transladadas) foram somadas a fim de
reconstruir a necrose iluminada por todo difusor (20 mm); a figura correspondente ao difusor
de 2 mm também foi transladada 9 vezes e, assim, somadas as 10 componentes (1 original e 9
transladadas) com o mesmo intuito. A fim de obter melhores resultados, estas somas foram
refeitas considerando os valores de intensidade méxima de cada ponto da extenséo da fibra
obtidos pela sua caracterizagéo.

O estudo in vivo foi aprovado pelo Comité em Etica no uso de Animais da

Universidade Federal de Sdo Carlos, protocolo nimero 009/2012 (Apéndice A).
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3 Resultados e discussao

3.1 Experimentos em phantom

3.1.1 Caracterizacdo da fibra suspensa no ar

E de fundamental importancia que, antes de qualquer tentativa reconstruir o campo de luz
de um emissor cilindrico através da soma de pequenos elemento desse difusor, seja realizada
uma caracterizacao de sua emissdo e que, desta forma, se tenha o entendimento de como a luz

é emitida por este.

Entdo, na caracterizacdo da fibra, que contém um difusor cilindrico de 20 mm, suspensa
no ar, foram obtidas as curvas de intensidade em funcdo do comprimento do difusor para
varias distancias da fibra difusora em relacdo a fibra de coleta. Esta caracterizacdo foi
realizada em duas posic@es distintas da fibra rotacionada, a fim de verificar se existe um perfil
regular de emisséo da luz. As curvas obtidas para cada posicao sdo mostradas na Figura 14(A)
e na Figura 15(A), respectivamente. Em cada figura encontram-se curvas correspondentes a
diferentes distancias entre 0 e 15 mm da superficie da fibra, como especificado nas legendas,
além da curva de decaimento da intensidade como funcdo da distancia da fibra para a regido

central da fibra (x = 10 mm).

T T T T T T T T T 2000 T T T T T T T T
2000 A —=—0mm

1800 ] —e—1mm 1800 I=lg/x+c
—&— 2 mm
1600 —v—3mm
—4—4mm
1400 1 ——5mm
1200 —e—7mm
—a—9mm
1000 —e— 11 mm
800 4 —+—13 mm
——15mm

1600 lp = (1124 £ 721) u.aJmm"

1400 - c=62+281ua.
1200 -
1000 -
800 -

600

600
400
400

200 4

Intensidade do feixe (un. arb.)

200 -

Intensidade (unidade arbitraria)

04

5
Comprimento da fibra (mm)

Distancia (mm)

Figura 14 - (A) Curvas de intensidade da luz em fun¢do do comprimento da fibra (cada curva refere-se a uma
distancia da fibra difusora a fibra de coleta em mm) e (B) curva de decaimento para a parte central da
fibra (correspondente a extensdo de 10 mm) na posicédo 1.
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Figura 15 - (A) Curvas de intensidade da luz em funcdo do comprimento da fibra (cada curva refere-se a uma
distancia da fibra difusora a fibra de coleta em mm) e (B) curva de decaimento para a parte central da
fibra (correspondente a extensdo de 10 mm) na posicao 2.

Nas imagens das curvas obtidas, verifica-se que a intensidade de luz ndo é homogénea
ao longo do comprimento do difusor, ou seja, sua emissdo é assimétrica, principalmente nas
posicBes mais proximas a esta, pois nota-se uma grande irregularidade principalmente nas
curvas obtidas para distancia de 0 mm da fibra, ou seja, rente a ela (curvas em preto).
Entretanto, ao distanciar a coleta da fibra, estas irregularidades ficam menos evidentes, pois a
luz, ao sofrer interagcbes com diversas moléculas em seu caminho, tende a ficar igualmente
distribuida depois de certa distancia. A regido central apresenta uma maior intensidade de luz

emitida.

Além disso, também se verifica que, para cada posi¢do da fibra rotacionada, a emissdo
também ¢é diferente, o que pode ser notado nas diferencas das curvas de cada figura. Logo,
pela caracterizacdo realizada, nota-se que a emissdo do cilindro difusor além de ser ndo ser
simétrica, também ndo é isotropica, fato que ja desfavorece qualquer tentativa de reconstruir o

campo de luz emitido por este difusor.

Na Figura 14(B) e na Figura 15(B) também verifica-se que o decaimento da intensidade

ocorre inversamente com o aumento da distancia, de acordo com o esperado.

De acordo com a Figura 16, considera-se que o feixe central é emitido por uma parcela
infinitesimal da fibra, ou seja, que a extensdo da fibra tende a infinito se comparada a este

centro emissor e, sendo r o raio da fibra e R a distancia do emissor.
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Figura 16 - Emisséo da fibra, considerando o feixe central partindo de um elemento infinitesimal comparada ao
comprimento do difusor da fibra.

Logo, partindo de que a poténcia na superficie da fibra é igual a poténcia na distancia R,
ou seja, P = Pg, € que a poténcia é o produto da intensidade do feixe com a area da superficie

de iluminacgdo (P = I.A), tem-se a equacao 7

2rurizly = 2nRAzl (7

sendo r=1mm ( raio do cilindro difusor), implica na equacéo 8

ol (8)

3.1.2 Avaliagéo dos campos de luz com a fibra difusora imersa no phantom espalhador

3.1.2.1 Variacgado da concentracdo de espalhador no phantom

Para os grupos de medidas com imersdo em agua pura, € em solugdes de dgua
com concentracbes de 0,1%, 0,5% e 1% de Lipofundin, foram obtidas as curvas de
isointensidades medidas para iluminagdo de um elemento difusor de 1 mm. Estas curvas estéo
presentes na Figura 17(A), na Figura 18(A), na Figura 19(A) e na Figura 20(A). O centro do
elemento difusor estd situado na origem do grafico. O eixo “x” corresponde a distancia
paralela a fibra e o eixo “y” a distancia radial da fibra, ambos em milimetros. Nas matrizes, as
linhas de isointensidades sdo diferenciadas por cores, de forma que o vermelho corresponde
as maiores intensidades (de 0,9 a 1 unidade arbitraria) e o preto corresponde as menores

intensidades (de 0 a 0,1 unidades arbitrarias) como indicado nas legendas. Ao lado de cada
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mapa de intensidade, pode-se observar também a curva de decaimento do feixe na diagonal
principal do mapa (que no caso é a diagonal da matriz medida) e ajustado o coeficiente de
atenuacdo de cada um deles. Nas curvas de decaimento foi ajustada a funcdo mais simples
encontrada na literatura I(r) = I, exp(—u,r) que, mesmo sendo um modelo simplificado,

apresentou melhor ajuste aos pontos, quando comparada com a expressédo mais complexa (que

tem uma dependéncia com 1/r, I(r) = "rfexp(—ugﬁrj). Os coeficientes encontrados estdo

indicados nas tabelas apresentadas junto as curvas, como mostrado na Figura 17(B), na Figura
18(B), na Figura 19(B) e na Figura 20(B).
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Figura 17 - (A) Curvas de isointensidades para o elemento de 1mm da fibra difusora imerso em &gua e (B)
corresponde a sua respectiva curva de decaimento.
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Figura 18 - (A) Curvas de isointensidades para o elemento de 1mm da fibra difusora imerso em solugéo de &gua
com 0,1% de Lipofundin e (B) corresponde a sua respectiva curva de decaimento.
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Figura 19 - (A) Curvas de isointensidades para o elemento de 1mm da fibra difusora imerso em solugdo de &4gua
com 0,5% de Lipofundin e (B) corresponde a sua respectiva curva de decaimento.
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Figura 20 - (A) Curvas de isointensidades para o elemento de 1mm da fibra difusora imerso em solugdo de &4gua
com 1% de Lipofundin e (B) corresponde a sua respectiva curva de decaimento.

Pela Figura 20 verifica-se que as linhas de maiores intensidades se encontram mais
proximas do elemento difusor (na origem do grafico) e, a medida que se afasta da origem, as

intensidades vao ficando cada vez menores.

Curiosamente, podemos observar que no caso em que a solucdo era composta apenas
por &gua (Figura 17), as linhas de intensidades maiores se propagou mais na direcdo
perpendicular do que na direcdo paralela a fibra. Quando adicionando solucdo lipidica nas
concentracdes 0,1 e 0,5 % (Figura 18 e Figura 19) esta direcdo se inverteu, tendo maior
propagacdo na diregdo paralela a fibra. Porém, quando aumentada ainda mais a concentragéo
de Lipofundim em 1% (Figura 20), estas linhas passaram a ter novamente a mesma direcéo do

primeiro caso (Figura 17).
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Além disso, a medida que aumenta a concentragdo de Lipofundin na solugdo, esta se
torna mais espalhadora, pois, para estes casos, as curvas de maiores intensidades se propagam
até maiores distancias do elemento difusor em comparagdo com o caso em gue a concentracao
de Lipofundin é menor. Este fato € nitidamente observado nas curvas de isointensidades
(Figura 20). Portanto, foi detectada mais luz em cada posicao distante da fonte de iluminagéo,
pois, embora 0 meio fosse praticamente transparente para a luz nesse comprimento de onda, 0
detector, por ser isotrépico, foi capaz de captar a luz vinda de diversas direcGes ap0os sofrer

multiplos espalhamentos.

A medida que se aumenta a concentracdo do Lipofundin, a curva de decaimento fica
mais suave, ou seja, a intensidade da luz sofre menor atenuacdo ao penetrar no meio. Os
coeficientes de atenuacdo encontrados também confirmam esse fato, pois seus valores (1/1)
diminuem com o aumento da concentracdo do espalhador. Pode-se notar também, pelas
curvas de decaimento, que os valores de intensidade observados sdo cada vez menores; esse
resultado corrobora com a observacao da luz em maiores distancias da fibra, uma vez que se a
luz chega mais longe, menos luz serd detectada em cada ponto, j& que a intensidade inicial

seria a mesma.

A partir das curvas de decaimento, foi possivel determinar o valor do coeficiente de
atenuagdo da curva (ur = 1;’«;). Com este valor foi possivel estabelecer o coeficiente de

atenuacdo da luz para cada concentracdo, cuja relacdo esta indicada na Tabela 1.

Tabela 1 - Rela¢do do coeficiente efetivo de atenuacdo da luz em relacdo com a concentracdo de espalhador no

melo.
Concentracéo de espalhador Coeficiente de atenuacgéo Erro do coeficiente
(%) (mm™) (mm™)
0 1,8 0,1
0,1 0,93 0,03
0,5 0,37 0,01
1 0,21 0,02

Verifica-se que o coeficiente de atenuacao diminui com o aumento da concentracao de
espalhador na solucdo, ao contrario do que se esperava,* pois acredita-se que com o aumento

das particulas espalhadoras aumenta-se a barreira que impede que os fotons escapem da
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solucdo e também contribuem para que fétons antes espalhados voltem a somar no mesmo no

mesmo ponto.

3.1.2.2 Multiplicabilidade de elementos do difusor

Para testar a multiplicabilidade de um elemento difusor por outro, foram realizadas as
medidas de intensidade de luz para dois elementos difusores de 1 mm cada, distantes por 10
mm, imersos no phantom contendo 1% de Lipofundin. Com os resultados obtidos gerou-se o
grafico da Figura 21 (B). Analogamente, o eixo “x” corresponde a extensdo longitudinal do
difusor da fibra e o eixo “y” a distancia radial da fibra até o ponto de coleta, em milimetros. A
origem dos eixos do grafico encontra-se no centro longitudinal da fibra, entre os dois

elementos.
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Figura 21 — (A) imagem da selecdo dos elementos difusores e (B) curvas de isointensidades referente a dois
elementos difusores de 1 mm cada, separados por uma distancia de 10mm.

Pode-se verificar que um elemento difusor esta localizado proximo a posi¢éo -4,5 mm
do eixo “x” e, 0 outro, préximo & posicao 5,5 mm e, que, além disso, o difusor da esquerda é
claramente muito mais intenso que o da direita, 0 que concorda com as medidas de

caracterizacdo do emissor difusor mostradas em 3.1.1.

O resultado mais satisfatorio dentre as diversas possibilidades para os fatores de
multiplicacdo foi o fator 1,5, ou seja, foi aquele em que o elemento da esquerda foi dividido
por um fator de 1,5 ou em que o elemento da direita foi multiplicado por 1,5. Portanto, o

elemento da esquerda permite que fotons emitidos atinjam uma distancia do centro emissor
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50% maior do que a da fibra da direita. Ambos 0s casos estdo representados nas Figura 22(A)
e (B), respectivamente.
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Figura 22 - (A) e (B), representam graficamente as matrizes obtidas para o caso em que 0 elemento da esquerda
foi dividido por um fator de 1,5 e para o caso em que o elemento da direita foi multiplicado por um
fator de 1,5, respectivamente.

Verifica-se que o resultado foi bastante satisfatorio para as curvas mais distantes do
difusor e, no entanto, teve uma menor reprodutibilidade proxima a fonte, como ja esperado,
pois nesta regido a luz ndo sofreu interagcbes que resultassem em uma iluminagcdo mais

uniforme.

3.1.2.3 Juncao de dois elementos de difusor de 1mm

Na tentativa de reconstruir o campo de luz de um elemento difusor de 2 mm a partir da
soma dos campos de luz de dois elementos difusores de 1 mm, foram realizadas medidas de
intensidade de luz para dois casos: elemento difusor de 1 mm e elemento difusor de 2 mm.

As matrizes obtidas nos casos em que foram utilizados um elemento difusor de 1 mm
e um de 2 mm estdo graficamente representadas nas Figura 23 (A) e (B), respectivamente.
Nos dois casos, 0 centro do elemento difusor foi considerado o centro do eixo “X” que &,

novamente, paralelo a extens&o longitudinal do difusor da fibra.
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Figura 23 - Curvas de isointensidade obtidas utilizando um elemento difusor de 1 mm (A) e um elemento de 2
mm(B), respectivamente, considerando o elemento o centro do eixo x.

A matriz de dados de intensidade coletados correspondente ao elemento difusor de 1
mm foi transladada de tal forma que reproduzisse este elemento em posicdo adjacente ao
mesmo, e as duas matrizes (a matriz original e a matriz transladada) foram somadas visando
reproduzir um elemento de extensdo de 2 mm. A matriz obtida, j& normalizada, esta
representada na Figura 24 (A). O resultado obtido néo ficou tdo proximo do esperado, mesmo
nas partes mais distantes do elemento difusor, embora seja evidente que ha um padrédo de
proporcionalidade entre ambas. Esta diferenca pode advir de imprecisdes ao encapar cada
fibra que interferiram com as extensdes reais dos elementos difusores medidos. Aplicar sobre
a matriz obtida um fator multiplicativo de 1,2 mostrou-se a forma mais satisfatoria de

reproduzir o elemento real de 2 mm, e esta comparacao esta representada na Figura 25 (B).
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Figura 24 - (A) Curvas de isointensidade correspondentes a soma de dois elementos difusor de 1 mm e (B)
curvas de isointensidade obtidas utilizando um elemento de 2 mm.
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multiplicado pela pelo fator 1,2 e (B) curvas de isointensidade obtidas utilizando um elemento de 2
mm.

O fator de 1,2 de correcédo sugere um erro de 20% ao encapar a fibra, que é totalmente
plausivel com a situacdo, ja que os elementos requerem uma precisdao micrométrica, muito

dificil de garantir com a instrumentacao disponivel para estes testes.

Além disso, se considerarmos este erro, chega-se a um resultado muito semelhante ao
esperado, ao comparar as Figura 25 (A) e (B). Quanto mais proximos do elemento difusor,
mais as imperfeicdes locais da fibra interferem na andlise da propagacéo da luz, diminuindo a
eficidcia da reproducdo das curvas de isointensidade. Contudo, quanto mais distante dos
elementos, os resultados ficam muito mais proximos. De modo geral, as curvas de
isointensidades ficaram praticamente com o mesmo perfil em ambas as figuras, pois as vérias
interacGes de espalhamento da luz com as moléculas do meio em seu percurso tornam a

distribuicdo espacial da luz cada vez mais homogénea.

3.1.2.4 Reconstrucdo da fibra através de um elemento difusor de 1Imm

Apos verificar uma possibilidade razoavel de reproducdo de um elemento mais longo
de uma fibra difusora com base em um elemento menor, tentou-se reconstruir toda a fibra de
20 mm a partir da soma de 20 elementos difusores de 1 mm representado na Figura 23 (A), de

modo semelhante ao do item 3.1.2.3, ou seja, pela reproducéo e soma dos elementos unitarios.
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Figura 26 (B) apresenta as curvas de isointensidades obtidas a partir da matriz de
intensidades medidas para todo o comprimento do difusor da fibra, ou seja, um “elemento

difusor de 20 mm” imerso no phantom.

A matriz correspondente ao elemento difusor de 1 mm foi 19 vezes transladada de
forma a se obter 20 matrizes (1 original e 19 transladadas) adjacentes idénticas que foram
somadas, obtendo como resultado a matriz que gerou a curva de isointensidades da Figura 26
(A). Como se pode observar, a matriz gerada apresenta curvas de isointensidades com uma
variacdo mais suave entre a fibra e maior distancia radial observada, sugerindo que a luz se
propague muito além do esperado. Porém, para uma reproducdo apropriada da fibra real, é
preciso levar em conta a informacao apresentada na Figura 15, onde a caracterizacdo da fibra
mostra que a intensidades diferentes sdo coletadas ao longo do eixo longitudinal do difusor.
Esta caracterizagdo pode ser utilizada para realizar uma ponderagcdo ao somar as matrizes, de
acordo com a posi¢ao para a qual o elemento unitario foi transladado. O resultado desta soma

ponderada encontra-se na Figura 27 (A).
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Figura 26 - (A) Curvas de isointensidade referentes a soma simples de 20 matrizes referentes ao elemento difusor
de 1 mm deslocadas e (B) referentes a medida da fibra de 20 mm.
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Figura 27 - (A) Curvas de isointensidade referentes a soma ponderada de 20 matrizes referentes ao elemento
difusor de 1 mm deslocadas e (B) referentes a medida fibra de 20 mm.

O resultado obtido ainda superestima a propagacéo radial da luz quando comparado
com o perfil medido e apresentado na Figura 27 (B). Porém, é significativamente mais
proximo do resultado real quando comparado com o resultado obtido sem usar a soma

ponderada, em especial para as menores distancias radiais.

Para avaliar o quanto a escolha do elemento unitério utilizado para a reproducéo da
emissdo da fibra depende da posicdo longitudinal para a qual este foi tomado, foram
realizadas as medidas de elementos difusores de 1 mm nas posi¢des 0 mm, 4 mm e 20 mm ao
longo do difusor, sendo 0 mm o extremo do difusor ligado a fibra e 20 mm a outra
extremidade. O elemento de 1 mm medido para as etapas anteriores, Figura 23 (A),
corresponde a regido central do difusor, ou seja, a posi¢do de 10 mm ao longo do difusor. As
matrizes obtidas pelas medidas encontram-se graficadas nas Figura 28 (A), (B) e (C),

respectivamente.
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Figura 28 - (A), (B) e (C) Curvas de isointensidade referentes a um elemento difusor da fibra situado na posicéo
0 mm, 4 mm e 20 mm, respectivamente. A posicao dos elementos nas abscissas ndo reflete sua
posicdo real no difusor, tendo sido deslocadas para facilitar a visualizacao.

Nota-se que o perfil de propagacdo de luz muda muito de acordo com a posi¢éo do
elemento difusor. Em todos os casos, manteve-se o laser com a mesma intensidade, tomando-

se ainda o cuidado de normalizar as intensidades para facilitar a comparacgéo.

Recorrendo ao mesmo processo de transladagdo de 20 vezes e soma dos elementos das
matrizes para cada caso, foi possivel encontrar a reconstru¢do do difusor da fibra para cada
elemento medido. As reconstrucdes obtidas pelos elementos das posi¢cbes 0 mm, 4 mm e 20
mm, estdo nas Figura 29 (A), (B) e (C), sendo que todas as somas foram realizadas
ponderadamente de acordo com o perfil real da fibra. Na Figura 29 (D), encontra-se a matriz
correspondente as medidas realizadas no difusor de 20 mm (idéntica a apresentada na figura

12 (B)), a fim de facilitar a visualizacdo dos resultados.
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Figura 29 - Curvas de isointensidade referentes a soma ponderada das 20 matrizes do elemento difusor de 1mm,
para as posic¢des (A) 0, (B) 4 e (C) 20mm da fibra; (D) Curvas de isointensidade referentes & emissao
da fibra de 20 mm medida.

Nas novas reconstrucdes realizadas, para algumas posicfes o resultado se assemelha
mais com o resultado esperado, como no caso da Figura 29 (C), ou seja, verifica-se que a
reconstrucdo do difusor atraves da soma do elemento cuja posicdo era 20 mm foi a que mais

se aproximou do real.

Tal verificacdo pode resultar do fato de que existe a possibilidade de que para cada
posicdo da fibra, exista um angulo preferencial para a propagacdo da luz, o que deve

influenciar significativamente o resultado da soma.

3.1.2.5 Reconstrugdo da emissdo no entorno da fibra através de um quadrante

Na tentativa de reconstruir o campo de luz produzido ao redor de todo o eixo
longitudinal do elemento difusor de 1 mm, inicialmente, foram realizadas medidas de
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intensidade de luz quando apenas um quadrante deste emitia luz, de forma que 0s outros trés
quadrantes foram encapados para impossibilitar a emissao de luz.

O difusor foi posicionado no sentido vertical e a fibra de coleta no sentido horizontal,
alinhada com o centro do elemento difusor como mostrado na Figura 11. As curvas de

isointensidade correspondentes as medidas realizadas encontram-se na Figura 30.

Eixo y (mm)

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8

Eixo x (mm)

Figura 30 - Curvas de isointensidade referentes a um elemento de difusor de 1mm emitindo em apenas um
quadrante.

A matriz foi, entdo, rotacionada para os outros quadrantes e a estas foram somadas. O
resultado esta indicado na Figura 31 (A), enquanto que as medidas realizadas para toda a volta

do difusor emitindo luz esta representada na Figura 31 (B).
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Figura 31 - (A) Curva reconstruida pela juncdo da medida dos quatro quadrantes; (B) Curva referente a volta
toda do elemento difusor.

Verifica-se que proximo ao difusor, no centro da imagem, as linhas de intensidades de
luz ndo foram bem reconstruidas, mas que quanto mais afastadas do difusor estas linhas
chegam mais proximas do real. Além disso, também se observa que em ambos 0s casos o
difusor emite menos no segundo quadrante (entre 90 e 180°) e emite mais no quarto quadrante

(entre 270 e 360°), estando as curvas reconstruidas coerente com as curvas medidas.

3.1.2.6 Dificuldades encontradas com a técnica adotada

Os resultados obtidos através da andlise de pequenos elementos da fibra, delimitadas
com o auxilio do material termorretratil, tiveram algumas divergéncias com o resultado
esperado: na secdo 3.1.2.2, por exemplo, a largura da fenda da esquerda aparentou ser um
pouco mais larga que a largura da fenda da direita, ao observar as curvas de isointensidades da
Figura 21; nas secOes 3.1.2.3. e 3.1.2.4, em que foi utilizado um elemento de 1 mm da fibra
para recompor um elemento de 2 mm e a fibra de 20 mm, respectivamente, tambem

apresentaram algumas diferencas em relacdo ao esperado.

Estas divergéncias, entretanto, podem estar relacionadas com a falta de precisdo
micrométrica ao encapar a fibra, pois os cortes do material foram realizados a mdo com uso

de um estilete. Imprecisdes micrométricas, entretanto, podem gerar resultados consideraveis.
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Porém, as ferramentas utilizadas foram as que melhor se adequaram a situacdo, pois,
para cobrir a fibra, era necessario um material que: permitisse a mobilidade do proprio, a
mobilidade da fibra, se ajustasse a fibra para que ndo se movesse quando fosse imersa a

solucéo liquida, ndo soltvel em agua, que nao refletisse a luz e que nao danificasse a fibra.

3.1.3 Caracterizagao tridimensional de fibras em phantom absorvedor

Foram utilizadas trés fibras com difusores cilindricos de comprimentos distintos de 5,
20 e 25 mm (fibras A, B e C, respectivamente). Para cada uma das fibras, foram realizadas
medidas de intensidades de luz dentro e fora do phantom, no qual foram adicionados 1% de
Lipofundim (material espalhador) e 0,03% de nanquim (absorvedor). Em tais medidas foi
utilizado um eixo de translacdo conectado a fibra de coleta, fazendo a varredura radial,

angular e na altura, formando cascas cilindricas de coleta.

Fibra (A)

Para a fibra (A), de 5mm, foram obtidas as matrizes para cada angulo e os graficos

obtidos. A Figura 32 e a Figura 33 correspondem as curvas de isointensidade geradas pelas

matrizes com a fibra fora e dentro do phantom, respectivamente.



62

E £
Ea E4
g £
5
[ =
3
® ©
= =
K] =
T2 T2
£ £
= =
S
g g
s b
2 2
8o a
[ 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Comprimento da fibra (mm) Comprimento da fibra (mm)

(0°) (20°)

o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Comprimento da fibra (mm) Comprimento da fibra (mm)

(609) (80°)

4 4

o

~

Distancia radial da fibra (mm)

Distancia radial da fibra (mm)

0

£ £
£ £
© ©
it jid

8 -]

= (=3
o} Il

i ]

E z,
H ¥
i £

] 4

2 T
«G &

]

Q

Dist

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5

Comprimento da fibra (mm)

120° 140°

Comprimento da fibra (mm)

E £
Eu g4
£ [
= 2,
3 8
= 00
T2 5 2
g g
p=t o]
-] -
4 §1
!
£ 1
2 a
ao 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Comprimento da fibra (mm) Comprimento da fibra (mm)

1800 2000

Distéancia radial da fibra (mm)

0.1000
0.2000
0,3000
0.4000
0.5000
0,6000
0,7000
0.8000
0.9000
1,000

dial da fibra (mm)

ancia ra

Dist:

ancia radial da fibra (mm)

Dist

Distancia radial da fibra (mm)

4

4

@

2

o

0 1 2 3 4 5

Comprimento da fibra (mm)

(40°)

4

Comprimento da fibra (mm)

(100°)

0 1 2 3 4 5 6

Comprimento da fibra (mm)

160°

0 1 2 3 4 5 6

Comprimento da fibra (mm)

2200

@

0 1 2 3 4 5 6

continua



63

continuagéo

Distancia radial da fibra (mm)
Distancia radial da fibra (mm)

Distancia radial da fibra (mm)

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 i 5 s 0 1 2 3 4 5

Comprimento da fibra (mm) Comprimento da fibra (mm) Comprimento da fibra (mm)

240° 260° 280°

Distancia radial da fibra (mm)

0 1 2 3 4 5
Comprimento da fibra (mm)

300°
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Figura 33 - Curvas de isointensidades correspondentes a cada angulo da fibra (A) dentro do phantom.

Nota-se na Figura 32 que, no ar, a emissao do difusor de 5 mm ¢é bastante irregular e
que essa irregularidade é bem mais acentuada na Figura 33, quando a fibra é imersa no
phantom.” Seu maximo de emissdo, que Se encontrava exatamente na extremidade da fibra
(nos 5mm), ficou deslocado mais para o centro da fibra (nos 3mm). Neste caso, a maior
irregularidade da fibra foi bem mais evidente quando estava imersa no phantom. Como o
difusor é muito pequeno e praticamente irregular em todas as suas regides, essa irregularidade

ficou mais acentuada.

As medidas foram realizadas de modo a formar varias cascas cilindricas ao redor do

difusor, como ilustra a Figura 34.
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Figura 34 - llustracdo das medidas realizadas formando vérias cascas cilindricas ao redor da fibra difusora.

Nesta figura, a fibra esté localizada no centro (raio r = 0) e sua extensao corresponde a
altura do cilindro. Cada casca é separada de 1mm da casca anterior e corresponde as coletas

realizadas ao redor da fibra para cada distancia radial.

Utilizando uma rotina no programa MatLab também foi possivel gerar imagens
tridimensionais em que as intensidades estdo representadas pelo dégradé de cores indicadas
na legenda. Nesta figura de mérito, as cascas sdo alongadas de tal forma que o eixo “x” seja a
posi¢ao angular da medida e “z”, a medida realizada paralelamente a extensdo do difusor
(comprimento do difusor). Emy, visualizamos a distancia radial das medidas, ou seja, até que
distancia da fibra foi possivel detectar luz. As imagens das Figura 35 e Figura 36

correspondem a fibra fora e dentro do phantom, respectivamente.

altura da fibra (m

I

0
300

angulo ao redor da fibra (°) distancia radial da fibra {(mm)

Figura 35 - Imagem tridimensional encontrada para a caracterizacéo da fibra (A) fora do phantom.
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Figura 36 - Imagem tridimensional encontrada para a caracterizacao da fibra (A) dentro do phantom.

Nas figuras acima, é evidente que a fibra ndo possui um aspecto regular em sua
emissdo. No entanto, as linhas de intensidades de luz se propagam até mais longe da fibra
(aproximadamente 2 mm se comparada com 3mm fora do phantom), quando esta é imersa ao
phantom e, além disso, a irregularidade da fibra fica bem mais evidente neste caso e deslocada

do extremo da fibra (nos 5 mm) para a regido mais central (nos 3mm).

Fibra (B)

Para a fibra (B), de 20mm, foram obtidas as matrizes para cada angulo e os graficos
obtidos. A Figura 37 e a Figura 38 correspondem as curvas de isointensidade geradas pelas

matrizes com a fibra fora e dentro do phantom, respectivamente.
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Figura 37 — Curvas de isointensidade correspondentes a cada angulo da fibra (B) fora do phantom.
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De acordo com o esperado, quando a fibra é imersa no phantom, a propagacéo da luz é
bem mais atenuada, devido & presenca do nanquim que tem propriedades absorvedoras’.
Neste caso a emissdo da luz, no geral, fica bem mais homogénea, com excecdo da
irregularidade de emissdo da fibra presente na regido dos 19 mm nas posicdes entre 180 a
255° (como verificado nos graficos da Figura 38), que fica bem mais acentuada e evidente em

comparagdo com a fibra suspensa no ar.

Utilizando uma rotina no programa MatLab foi possivel, também, obter figuras
tridimensionais em que as isointensidades estdo representadas pelo dégradé de cores
indicadas na legenda. Analisando as fatias em diferentes posi¢des do volume formado pelas
curvas encontradas, as imagens da Figura 39 e da Figura 40 correspondem a fibra fora e

dentro do phantom, respectivamente.

altura da fibra (mm)
7

&ngulo ao redor da fibra (°) distancia radial {(mm)

Figura 39 - Imagem tridimensional encontrada para a caracterizacéo da fibra (B) fora do phantom.
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Figura 40 - Imagem tridimensional encontrada para a caracterizagdo da fibra (B) dentro do phantom.
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Nota-se que a fibra, como ja evidenciado anteriormente, ndo possui um aspecto

regular em sua emissdo, mas essa irregularidade € diminuida quando a fibra é imersa no

phantom. Além disso, devido a absorcdo do nanquim, verifica-se que a luz se propaga menos

(aproximadamente 3 mm) se comparada com o difusor emitindo luz fora do phantom

(aproximadamente 5 mm), ou seja, as curvas de isointensidades encontram-se mais proximas

da fibra, quando a fibra difusora est4d imersa no phantom. No geral, a emissdo da fibra

apresentou um aspecto mais uniforme quando inserida no phantom.

Fibra (C)

Para a fibra (C), de 25 mm, foram obtidas as matrizes para cada angulo de coleta. A

Figura 41 e a Figura 42 correspondem a essas matrizes para a fibra fora e dentro do phantom,

respectivamente.
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Nesta fibra, novamente aumentou-se a atenuacdo da luz devido a absor¢do do
nanquim’. Além disso, a irregularidade da regido dos 3mm ficou menos acentuada em
praticamente todas as posicOes da fibra e, uma nova irregularidade na regido dos 22 mm, que

antes quase nem se notava, ficou bem evidente nas posicdes entre 220 e 80°.

Utilizando uma rotina no programa MatLab foi possivel, também, obter figuras
tridimensionais em que as isointensidades estdo representadas pelo dégradé de cores
indicadas na legenda. Analisando as fatias em diferentes posi¢des do volume formado pelas
curvas encontradas, as imagens da Figura 43 e da Figura 44 representam a fibra fora e dentro

do phantom, respectivamente.

altura da fibra (mm)

o
!

angulo ao redor da fibra (°) distancia radial da fibra (mm)

Figura 43 - Imagem tridimensional encontrada para a caracterizacéo da fibra (C) fora do phantom.
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Figura 44 - Imagem tridimensional encontrada para a caracterizacdo da fibra (C) dentro do phantom.
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Nota-se que a fibra ndo possui um aspecto regular em sua emissdo, mas que essa
irregularidade é diminuida quando a fibra é imersa no phantom. Neste caso, voltou-se a
verificar a reducdo da propagacdo dos campos de luz, quando a fibra é imersa no phantom,
tendo maior atenuacdo da luz, ou seja, quando a fibra foi inserida no phantom, a luz propagou
menos (aproximadamente 3 mm) comparado quando fora do phantom (aproximadamente

6mm).

3.2 Parte in vivo

Apos aplicacdo da TFD e eutanésia dos animais, o I6bulo do figado contendo necrose
foi extraido, imerso em solucdo de formol tamponado por 24 horas para fixacdo, e fatiado

como mostra a Figura 45.

(A) (B)

Figura 45 - (A) Figado contendo necrose extraido do animal e (B) fatia do tecido com necrose.

O tecido foi preparado para fixacdo, desidratacdo, inclusdo em parafina e seccionadas
em fatias de aproximadamente 5 um. As laminasforam coradas com hematoxilina e eosina e
analisadas em microscopio Optico para a visualizacdo das bordas das necroses. Todas as
laminas histologicas foram fotografadas nas mesmas condi¢des: distancia da cdmera, ajuste de

foco, iluminag&o e fundo da imagem.
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Um dos grandes problemas encontrados nesta parte do estudo foi que, quando o
difusor € inserido no tecido rompe algum vaso responsavel pela irrigacdo de uma certa parte
do I6bulo, toda a regido irrigada é prejudicada, impedindo a andlise da regido necrosada
exclusivamente pelo uso da TFD. Na Figura 46 tem-se um exemplo desta situacdo, pois
verifica-se que onde foi inserido o difusor (marcada pelo circulo branco) obteve-se uma
grande necrose em toda a regido abaixo desse local.

(B)

Figura 46 - (A) Extracdo do l6bulo do figado tratado com TFD intersticial, o circulo em branco mostra onde foi
inserida a fibra difusora e (B) um corte transversal do tecido corado com eosina e hematoxilina.

Uma rotina foi desenvolvida utilizando o Programa MATLAB® para delimitar as
bordas das imagens obtidas. Essa rotina baseou-se em métodos de deteccdo de bordas binarias
ja existentes no pacote de imagens do matlab, onde primeiramente era feito a limiarizacéo
para a obtencdo do pardmetro de limite para a detec¢do das bordas. Além disso, também,
utilizando a mesma, foi possivel empilhar as areas delimitadas construindo o volume da

necrose, as imagens obtidas sdo observadas na Figura 47, na Figura 48 e na Figura 49.
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Figura 47 - Imagem do volume obtido pela necrose gerada por TFD intersticial com iluminacdo de um elemento

Figura 48 - Imagem do volume obtido pela necrose gerada por TFD intersticial com iluminacdo de um elemento
difusor de 2 mm, , em que os eixos correspondem distancias em mm.
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Altura (mm)

Profundidade (mm)

Figura 49 - Imagem do volume obtido pela necrose gerada por TFD intersticial com iluminacdo de um elemento
difusor de 20 mm (difusor todo), em que os eixos correspondem distancias em mm.

Na tentativa de reconstruir uma necrose gerada pela iluminacdo de um elemento
difusor maior através da soma das necroses obtidas por difusores menores, foi realizada outra
rotina utilizando o mesmo algoritmo. Nesta rotina, a fatia da Figura 47 foi transladada 19
vezes 1mm acima da anterior e entdo somadas as 20 necroses (1 original e 19 transladadas).
As fatias da Figura 48 foram transladadas 9 vezes 2 mm acima da anterior e somadas as 10

contribuicbes, as areas das fatias que coincidiram na mesma altura foram somadas

angularmente. Os resultados encontram-se na Figura 50.
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Figura 50 - (A) Necrose original obtida pela iluminacéo da fibra de 20mm na TFD intersticial; (B) necrose
obtida pela soma de 20 necroses gerada pela iluminacdo do elemento difusor de 1 mm e (C) necrose
obtida pela soma de 10 necroses gerada pela iluminacdo do elemento difusor de 2 mm, , em que 0s
eixos correspondem distancias em mm.

No caso em que o tecido foi iluminado por elemento difusor de 1 mm, foi obtida
apenas uma fatia de necrose, ou seja, a soma dessas 20 necroses (ilustrada na parte B da

Figura 50) resume-se a 20 fatias empilhadas, tornando tal resultado menos expressivo.

Ja no caso em que foi iluminado por 2 mm, foram obtidas quatro fatias tendo uma
soma mais consistente das necroses (parte B da Figura 50). Esta soma, porém, teve um perfil
mais homogéneo do que o esperado (parte A da Figura 50), e o seu volume foi superestimado
quando comparado com a necrose real. Este fato talvez deva-se a ndo terem sido levadas em
conta as irregularidades da fibra. A fim de aperfeicoar o resultado obtido, esta soma foi refeita
considerando as intensidades maximas de cada ponto da extensdo da fibra, ou seja, colocando

peso a cada item somado. A soma ponderada obtida € ilustrada na Figura 51.
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Original

et N

Reconstrucdo pela soma normal Reconstrucédo pela soma ponderada

altura (mm)

Figura 51 - (A) Necrose original obtida pela iluminagdo da fibra de 20 mm na TFD intersticial e (B) necrose
obtida pela soma ponderada de 10 necroses gerada pela iluminacdo do elemento difusor de 2 mm, em
gue os eixos correspondem distancias em mm.

Nesta reconstrucao, observa-se que o resultado se aproxima ainda mais do real, mas a
necrose reconstruida ainda continua superestimada em relacdo a necrose obtida pela terapia.
Além disso, o seu perfil heterogéneo também ndo foi reconstruido, provavelmente por conta
de heterogeneidades presentes no tecido — como 0s vasos que atravessam os lobos do mesmo
e 0s danos promovidos ao inserir o difusor — que ndo puderam ser considerados, pois tais

heterogeneidades variam para cada individuo.

Este valor superestimado na reconstrugédo, provavelmente deve-se ao fato de que os
obstaculos a passagem da luz no tecido aumentem com um volume maior (caso da iluminacéo
para 20 mm), se comparado com um volume menor de tecido tratado (caso da iluminagéo
para 2 mm). Logo, as inomogeneidades presentes no tecido se tornam mais significantes que

as irregularidades do perfil de emissao do difusor.

Em um estudo realizado por Ann Johansson, foi utilizado o método de elemento finito
para simular uma necrose antes da iluminacgéo intersticial e, apds a terapia, notou-se que a

necrose obtida, assim como estudo aqui realizado, também apresentava volume muito menor
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que o tedrico, pois importantes alteracbes do tecido como mudanca no volume de sangue,

desoxigenacdo e edema podem ter sido causados pela insercdo da fibra no tecido™.

Heterogeneidades no tecido modificam as propriedades de absorcdo e espalhamento,
relevantes para a distribuicdo de luz e, assim, para a resposta da terapia®*. Um exemplo é
qguando existe um vaso sanguineo na proximidade da fibra, essa area com alta absorcéo,
devido a presenca de sangue, constitui uma regido de sombra, modificando a resposta
fotodindmica. Desta forma, a eficdcia do tratamento depende da distribuicdo da luz, que por
sua vez, depende, entre outros fatores, das inomogeneidades do tecido que mudam de paciente
para paciente e nem sempre sdo conhecidas.*? Além disso, as irregularidades do tecido afetam
na captacdo de FS e a distribuicdo de oxigénio presente no tecido, que também podem resultar

em diferentes quantidades de necrose.”* **~*°

Portanto, para se obter sucesso na resposta da TFD € necessario que a dose de luz
depositada no tecido seja muito maior que a prevista, pois as propriedades dpticas do tumor
nem sempre sdo conhecidas. Assim, uma grande dose deve ser entregada para que,
seguramente, as irregularidades da iluminacdo possam ser supridas, otimizando parametros

como tempo de iluminacdo, posicao da fibra no tecido e potencia da fonte de luz.?**

Visto as dificuldades em prever a propagacdo da luz no tecido antes da insercdo da
fibra no mesmo, devido as grandes heterogeneidades do tecido, uma possivel solucéo seria a
técnica clinica elaborada por Marcelo Soto Thompson. Nesta, sdo inseridas varias fibra no
tecido canceroso, em cada ponto é inserida uma fibra capaz de emitir e coletar a luz. Entdo,
uma fibra ilumina enquanto as demais coletam os fotons que atingem seu detector, uma de
cada vez. Desta forma, tém-se a distribuicdo da luz em véarios pontos do tecido para cada fibra

de iluminagdo.®
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4 Conclusdes

Com os experimentos realizados foi possivel observar que se pode reconstruir a
iluminacdo de um difusor através da soma de elementos difusores menores, empregando

medidas em phantom (in vitro).

Nos testes in vitro, constatou-se que é possivel reconstruir o campo de luz emitido por
um elemento difusor de 2 mm através da soma de dois elementos difusores de 1 mm, além de
que pode-se reconstruir o campo de luz emitido por um difusor de 20 mm a partir da soma de
20 elementos difusores de 1 mm. Embora os resultados divirjam um pouco do esperado por
conta da irregularidade da emisséo da fibra (constatada pela caracterizacdo da mesma), estes
também sdo bastante satisfatorios se considerada as regides mais afastadas do difusor.

Nos testes in vivo, verificou-se que a necrose induzida por TFD, gerada pela iluminacéo
de todo o difusor 20 mm, é passivel de ser reconstruida a partir da soma de 10 elementos de
iluminacdo de 2 mm. O resultado obtido assemelha-se bastante com o esperado, ao considerar
que o raio da lesdo perpendicular ao eixo longitudinal do difusor é de cerca de 2 mm em
ambos 0s casos. No entanto, a irregularidade da lesdo ndo permitiu uma reconstituicdo
completa de seu perfil pois, embora tenha sido considerado o padrdo irregular de emisséo da
fibra através de uma soma ponderada dos elementos, as heterogeneidades do tecido ndo

puderam ser levadas em conta, j& que tais caracteristicas variam para cada animal.

Este estudo, portanto, apresenta a possibilidade de reconstituir fontes de luz extensas a
partir de porcOes caracterizadas destas mesmas fontes. Os avangos deste tipo de investigacéo
sdo valiosos, dado que ha pouco neste sentido descrito na literatura a partir de medidas
empiricas. A ideia proposta neste estudo pode mostrar-se vidvel para estimativas de
propagacao de luz utilizando fibras difusoras em meios tdrbidos, e o desenvolvimento de
técnicas para estimar e reproduzir os perfis de iluminacdo apresentam grande potencial para
aperfeicoar as técnicas de fototerapia, que dependem crucialmente da distribuicdo adequada

da luz nos tecidos tratados.
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