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RESUNMO

No presente trabalho desenvolvemoe o cetudo, ecb o pontlo
do visto ffeico, da Torapla FotodinB3mica do C8ncor (I°0DT), bem como do
fubstéinclias usadas om tal procemso. A PUT ¢ umsa técnica de uso clini-
€o no tratamento do c8ncor j& congagrada om outros pafses ¢ ainda n¥o
implantada no nosso, que conslstc na destruicfo do tccido malfgno via
excltaglo dptica do moldculag do um dorivado da hematoporflrlna {(HpD),
previamente Injetado no pucicnte. Na primcira parte de nosso trabalho
apresentamos, além do uma revisglo bibilogrifica, um estudo que. zltua
as fases do processo, ecpurundo-as sob o ponto de vista da qufmica,
blologlia o ffslca, o quo Inclul a proparac¥o do compozsto, a ag¥o mota-
bélica do mesmo, bem como o cfcito ffsico propriamente dito da fotor-
radiag¥o. A parto final do trabalho ostd dodlicada ao estudo dasz pro-
priedades dpticas da hematoporfirina ¢ de seus derivados, quc por gua
complexibllidade egtrutural apresentam ospoctros do absor¢io, fluoros-
céncta © Raman, de diffcll interpretac3o, podendo lever até mesmo a

orros, como oz oncontrados na litoratura.



ABSTRACT

In thig work we present a study of Photodynamlc Therapy
of Cancor (PDT) from the physical point of viow as well az theo study
of substancce used in this process. PDUT 1s a type of cancer trealment
thorapy successfully usod In othor countrioes, but unknowh Iin our own
country. 1t consiste of thc destruction of malignous tissues by opti-
cal excitatlon of the moloculos of an hematoporphyrin dorivative (Hpb)
previouly Injected in the patient. In Lhe first part of thig work we
presont a wtudy with a bibltographical roview that ogtablishes tho
steps of the process, dividing them under the chemical, physical and
biologlical point of view. Thls Includes tho compound preparation, lts
metabolic action and the physical offcect of photoradiation. The .lant
part of the work consists of the study of tho optical proportlos of
the hematoporphyrin and its derivatives which, due to thelir complex
structuresz, show absorption, fluoresconce and Raman spoctra of diffl-

cult iInterpretation, leading to errors found in other publications.
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INTRODUCXO

A clospe médica internacional tem voltade sua atencglio
.nos dltimos anos para uma nova terapia, alternativa, no tratamento de
c¢ancer, a chamada TERAPIA DE CANCER POR FOTORRADIACXD (PRT), ou precfe-
rivelmente TERAPIA FOTODINAMICA DE CANCER (PBT) (evitando assim o uso
do termo "radiag¥o”, frequentemente assgociado pelos paclentes A radia-
¢%0 lonlzante) devido a sua eficl8ncia om uma grando varledade de neo-
plasias mal fgnas.

0 procesgo baseia-pe no fateo de que tecidos malfgnos,
por seu particular metabollismo, absorvem e/ou retém determinados co-
rantes da famflia das porfirinas que tenham sido injetados no paciente
via venoza., Através do oxcltaclo dptica ressonante estes corantes
fluorcscem, possibllitando a detecglio e del ineago de tuﬁores, e estbti-
mulam reag¥es qufmicas, causando destrulg¢¥o tecidual bastante localt -
zada. Vérios corantes tem sido Investigados (protoperfirina, ftalo-
clanina, etc.), entrotanto os mate utilizados nesta terapla tom sido a
hematoporfirina e secus derivados.

A presente monografia tem como principal objetivo agru-
par de mancira diddtica informagBes 4 respelto da Terapia Fotodinfmica
de C8ncer, e aprecsentar as propriedades Spticas registradas da hemato-
porfirina e de seus derivados, discutindo-as ¢ comparando-as a alguns
poucos dados cxistentes na literatura; contribuinde assim, para o
acervo do dados exlstente ¢ para a divulgac¥o de tal terapta, atnda

n3o implantada om nenhum centro médico do pafs.
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1- HISTSORIA E INTRODUCXO A TERAPIA FOTODINAMICA DE CANCER

0 uso do luz visivel o ultra-violota em torapla so divi-
de em duas dreas: fototerapla, onde a luz ¢ usada sozinha, e, fotoqul-
mioterapia, na qual um fotosseneibilizador apropriado ¢ administrado

Mo paciente antes do tratamento com luz. A fototerapia, na qual @
luz ¢ absorvida por moiéculas enddgenas, fol iniclalmente desenvolvida
¢ popularizada atravée do gucesso do uso de radlagio ultravioleta do
sol o de fontes artificlaie no tratemento de "lupus vulgarie”, um ttpo
de tuberculosc condémica, noe pafses da Escandindvia, no século passa-
do, por Niels Finson (premioc Nobel 13903)(ref. 01). Em fotoquimiotcra-
pla ¢ usado um sensibilizador exdégeno que absﬁrve og fdétons envolvidos
em uma determinada reag¥o. Isto representa um conceito antigo, desa-
crito cercu de 30 séculos atrds ¢ usado na fndla. Egito e China no
tratamento de vitiligo (refs.02 c 03). Embora o fenémeno tenha =gido
observado ha' tanto tempo, se atribui ao trabalho de Oscar Raab em 1898
(ref. 04) o Infclo dos estudos do reagSesz fotossensibilizadoras na
atualidade. Ele verificou que balxas concentrag8es de acridina e ou-
tros corantes levavam rapidamento os protozodrios paramdcia 3 morte,
quando iluminados com luz com comprimento de onda de abeor¢fo dom co-
rantes. Desde ent¥o, uma sdric de estudos com diferentes corantes,
especlalmente da classe das porfirinaes tem se realizado.

As porfirinas s¥o uma clasge do compostos quimlcos orgd-
nicos que podem ser encontrados ¢m animais e plantas. S%o de grande

importancia para sistemas blof(sicos ¢ bloqufmicos complioxos devido a
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transcformag8es quimicas vitals que, oem geral, e¥o reeponadvels nestes
sistemas. Elas 8%0 componentes cesenctais na hemoglobina, poils s3o
regponsévels pelo transporto do oflganio ne gsangue. Fazom tambdém par-
te da clorofila, onde pﬁo responsivetis pela conversfo de cnergia no
.proceaso do fotosafnteseo.

Ag porfirinas apregentam diferentes propricdades ffsicas
@ quimicas que dependem dos detalhes eatruturaia da moldcula particu-
lar. Todaeg porfirinae slo lnﬁensamente coloridas e absorvem luz nac
regiBes da radiagdo visfvel o ultra-violeta do espoctro. Algumas oxli -
bem luminescéncla, ressonSncla paramagnética, podem ser semicondutoras
ou fotocondutoras. Algumas s%o catalizadoras ou fotoagensibilizado~

rase.

(a) (B}

FIGURA Ol-~ Estrutura qufmica das duas formas de porfinacs
{(a)~ Metaloporfina, com um fon metslico ligado a seu centro.

(b}~ Porfina do basc livro.

0 compogto maieg simples das porfirinas e que constitul o
nicleo do todas elas do uma manoira goral é¢ a porfina. Esta moldcula
exlste em duas confligurag¢@es (fig. 01). Se um fon metslico ostd liga-

do ao centro do composto cle ¢ dito metaloporfina, e se dolg stomos de
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hidrogénio estio lligados ao centro, o composto 6 chamado ﬁorflna de
base livre. As diferentes classes de porfirinaz s%¥o formadas quando
os dtomos de hidrogénio da periferia do ndcleo base porfina s%o decslo-
cadoz por um ou mais grupos molecularea. Estes grupoc scrvem, cm al-
guns casos, para ligar a porfirina a uma substfincia qufmica inerte,
como uma grando cadela do protefna,

Quando o fon metdlico na metaloporfirina ¢ um ferro, a
porfirina ¢ chamada heme. A flgura 02 mostra eaquematicamente a cB-
Lrutura da hemoglobina, composta por quatro cadelag de protefnas, cada
uma ligada a uma metaloporfirina. Az moldculas dc oxig8nio nos pul-
m8cs ge ligam ao ndcleo metdlico que as libera nos capilares. Cutras
porfirinas heme, contendo protefnas %o as mioglobinas, que armazenam
oxigénio nos mdsculos, © oe cltocfomos, enzimas cuja funglo celular

envolve a produg¥o de energla bioqufmica de alimentoa.

FIGURA 02~ Estrutura esquemitica da hemoglobina, conelstindo de quatro
cadelas de protefnas (o ;,, o>, B1 , B 2) € quatro estruturas pla-

nas heme, onde o oxigdnio se liga.
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0O uso hojo bastante difundido de¢ uma particular porfiri-
na em tratamento de clncer, a hematoporfirina ( retirada do sangue de
coelhos ¢ beois), teve iInfclio quando von Tappeiner (ref. O05) publicou
um pequeno ariigo sobre u depcoberta de Oscar Raab (antes que este co-
crevesge um artigo detalhado) onde disse que o consumo de certos mate-
rials fluorescentes poderia ter aplicac¢Bes clfnicas, predizendo assim
aa aplicacBesn fotoqulmioterapautlcaa de sensibllizadores fotodinfmi-
cos.

Em 1903, von Tappeiner e Jceionek (ref. 06) filzeram eg-
tudos usando eosina como corante o luz branca na sensibllizag%o de
cincer de pele € no tratamento de uma vartedade de outrac doengas dc
pelo (horpes,”pzsoriasia vulgaris”, etc.), quando Introduziram ¢ termo
aglio fotodinlmica. Em 1908 Hausmann (ref.07 e 08), primeirc a usar
hematoporfirina em estudos de ag¥o fotodinﬁmléa, regietrou a destrui-
¢%0 de paramdclias ¢ cdélulas vermelhas do sangue descrevendo os sinto-
mas de sensibilidade em ratos quando cxpostos & luz. Em 1913 Meyer-
Betz (ref.09) sensibilizou a sl préprio com hematoporfirina o regis-
trou sintomas semelhantes que duraram aproximadamente dois mesesg.

Em 1924 Policard (ref.10) demonstrou a existéncla de
fluorescéncia avermelhada em certos tumores mal fgnos de animals, atrt-
buindo-a ao acumulo do porfirinas enddégenas em tais tumores, devido a
uma infeccZo secundiria por bactérlas hemol fticas.

Agssim, em 1942 Auler ¢ Banzer (ref. 11) demonstraram que
a hematoporfirina quendo injetada sistematicamente em cobalag, tendla
a acumular-se no tecido malfgno oxistente o nos ndédulos linféticos.
Observaram um aumento na necrose doe tumores e em apenas um animal uma

pequena fluorescéncla vermolha do teclido tumoral, quando exposto a luz
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de uma !lampada vitravioleta. Esto grupo estava iniciando estudoz geme-
lhantce em humanos, mas seu trabalho fol Interrompido pela gucrra. Em
1918 Figge © colaboradores (ref. 12) demonstraram quo a fluorescéneia
vermelha da hematoporfirina acumulada podia ser utilizada na vipuall-
zagd0 © dellineag¥o do tecidos neopldsicosn mal fgnos.

UOg trabalhos de Auler, Banzer e Figge despertaram o 1in-
teresse da clfnica médica como um método ffsico de dilagndatico nlo
evaslvo de certos tipos de c8ncer. Desta forma, viarios estudos eonm
animalg o humanos foram rcealizados, o logo sc verificou que a técnica
cmpregada deveria ser refinada, pols apresentava considerdvel varijacfo
nos resultados, além de que requeria grande quantidade de hematoporfi-
rina, aumentando o perigo da fotossensibilidade e, ao mnesmo tempo,
diminufa a especificidade. Em 1955, Schwartz o colaboradoreg (ref.13)
encontraram que a hematoporfirina usada nestés experimentoe era na
realidade uma mistura bruta de muiltas porfirinas, c que o8 chamados
componentes impuros eram melhoree nas propriecdades de localliza¢ie do
que a prépria hematoporfirina pura.

Dosta forma, em 1960, Lipson ¢ colaboradores (ref.14)
tentaram usar tdcnicas mais refinadas na obtoen¢¥o do composto, de ma-
neira a conseguir regultados mais reprodutfvele e confidvels, mesmo
com diferentes remessas do composto. Asaim, este grupo dectidiu utlli-
zar um derlvado de hematoporfirina, obtido medlante um tratamento com
dcldo acético-sulfdrico, resultando no HpA, seguido de hidrdélise om
melo bédsico, da homatoporfirina comerctal, chamado do derivado de ho-
matoporfirina, HpD. Esta mistura se mostrou superior 3 hematoporfiri-
na em suas propriedades de localizag¥o de tumores mal fgnos.

Em 1366 Lipson, Gray e Baldes (ref.15) registraram o
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primeire uso de HpD no tratamonto do c8ncer. Enquanto seus propdsitos
Iniclals viesavam a detecg¥lo de tumoree, Lipeon percebeu o potenctial
para destrulg¥o seletiva de tumorez contendo HpD, fazendo uzo de =uaz
propriedades fotodinfiimicas.

Em 1968 Gregorie e colaboradores (ref.16) mostraram a
aplicabilidade clfnica da ativag¥o da fluoresc@ncia em tumorcs com HpD
¢ luz azul-violeta. Em 1972 Diamond e colaboradores (ref.17) examlina-
ram Hp comercial ativado por luz branca em cultura de células malignas
c células do meemo tipo transplantadas em ratos. Este estudo observou
a morto daz cdlulas em cultura o considerdvel deastruicXo do tumor na
pele dos ratos. Em 1973 Dougherty c'aeu'grupo (;efa. 18) dcmonstraram
que a fluoresc@ncia ativada por luz com comprimento de onda A = 488nm
reduzia a taxa de crescimento de células de tumor malfgno tranplanta-
das em camundongos.

Para um fotossensibilizador ser usado clinicamente para
o tratamonte do c8ncer, deve mor:

- ndo téxico om doges clinicamente ﬁtela;

- seletivamento retido o/ou acumulado em tecidos mal fgnos.

- ativado por luz penetrante ( 600 < A < 700 nm), € apresentar elcva-
do rendimente qulntico.

Em 1975 Dougherty e scu grupe (ref. 19) registrou que o
HpD slsteméticamento aplicado e ativado por luz vermelha dc uma 18m-
pada de xendnio, poderia causar completa erradica¢fio de tumores mal fg-
nos transplantados em camundongos, sem dano excesglvo na pele circun-
dante, também lnclufda.no campo de luz. Em 1976 UWelighaupt (ref.20),
do mesmo grupo, identificou a producfo de oxigédnio no estado sasinglete

como provivel agente citotdxico nos tumores malfgnos, quando da ativa-
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¢3o do HpD iIncorporadeo 2z células carcinogénicaz, com luz vermeiha.
Conclufdos os estudos pré-clinicos e toxicoldgicoe, este grupo Iniciou
testes clinicos em paclentes terminails o hojo inclul a Terapia Fotodl-
namica de C8ncer, PUT, ou Terapla de Cé@ncer por Fotorradiag3c (PRT)
.como terapla usual no tratamente de diferenteas tipos de c8ncer.
Especlalmente desde 1980 numerosos cstudos envolvendeo

esta terapla utilizando o HpD, aplicado a uma enorme variedade de tu-~

- mores tem sido realizados e registrados.
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2-MECANISNO DE ACXO FOTODINAMICA DA HEMATOPORFIRINA E DO SEU DERIVADO

Muitoa tipos de moléculas podem agir como fotossensibi-
lizadores, incluindo as de ocorré@ncia natural (enire elas as porfiri-
nas ), as sintdticas dorivadas do compostos org@nicos, o algumas subs-
Lancias Inorgfnicas. Em geral, estes sencibilizadores e¥o excitados a
um estado singlete pela absor¢3o de um féton, decaindo para um eetado
oxcitado triplete, proporcionande assim danos fotobloldégicos. A rea-
¢¥0 subsequentc pode zc processar por uma vafledado de caminhoz, de-
pendendo da natureza qufmica do fotossensibilizador, da molécula subs-
trato, bem como das condi¢®es do reag3o. Em alguna destes processos,
© sensibilizador, ativado pela ag3o de luz, récebe um elétron do subs-
trato para dar radicais livres, que reagem fornecendo produtoz foto-o-
xidados na molécula ¢ o fotosseneibllizador regenerado. BAlguns sensi-
blllzadorés no estado excitado triplote transferom a cnergla de exct-
tag¥o para o cstado fundamental do oxigénic molecular, gerando oxlgé-
nio no estado einglete ¢ o sensibilizador no estado fundamental. (0}
oxlgénio singlete por sua vez, pode reagir com muitoe tipos de bilomo-
léculas n¥o suscotfvels a olo no ostado fundamental. Em muitos pro-
cessos fotossensiblilizadores, outros espéclies reativoe, como perdéxido
de hidrogénio, anion.superdxldo ou radical hidroxila a¥o produzideg o

podem alterar as biomoléculas. Finalmente em alguns poucos casoe o

fotossensibillzador excitado ¢ convertido em um fotoproduto téxico. A

majoria das reag¢Bes fotosegensibllizadoras requer oxigénio molecular, o

0 consome em quantidades estequiométricas, ou seja, estas recagSes re-
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presentam procegsos sensibllizadoros de foto-oxidag%o, <como no cago
que ocorre com o derivado da hematoporfirina, o HpD,

Wolshaupt (rof.20) identificou o oxig8nio singlcte como
pendo o agente cltotdxico, © propds que o tratamento fotodinSmico po-
deria sor sumarizado em duas etapas: na prlmelfa, o tecldo malfgno &
ilumlnado com radiaciio azul ¢ A= 470 nm), excltande as moléculag do

HpD por elo absorvido, do estado fundamental § para um corte estado

¢
exitado singloto Sn ondo o obsoerva a fluorescéncia do toecido no
vermelho (A * 600 nm) quando ocorre o decatmento, popsibilitando a
datocgdo @ dellneacfo do neoplasma. Na gegunda ctapa, o tecido & 1lu-

minado com radia¢Bo vermelha () =~ 620nm), com o conjunto laser dc Ar-

gbnio~laser do corante, que oxcita as moldculas do HpD ac cetado exci-

tado 8; , apartir do qual s%o levadas medlante cruzamento Intersis-
temas ao estado excitado T, , que devido a seu malor tempo de vida, &
© regpongivel direto pelo cofeito fotodin8mico. Uma vez em T 1 , aB

moléculas poderdo tranferir a enoergla de excitagSo as de oxligénio

3 3 1 1
0 « I g 7, produzindo-as no estado excitado ginglete 0, ¢ Agqg)

2
ou a componente intracelularos essenclala, roesultando na morte celu-
lar.

A figura 03 apreegenta um diagrama ecequemstico do proceg-

80, ¢ a flgura 04 mostra um sumdrio da terapla fotodinfimica de c¢fncoer.
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FIGURA 03- Diagrama eczquemitico doa nfveias do emrgla do HpD, no pro-

cceso de Terapla Fotodin8mica de Clncer.
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E : 3- PREPARACXO E COMPOSICXO QUfMICA DO HpD
:
|

A aqulplg¥o do homatoporfirina o principalmonte do HpD &
bastante dificultada uma vez que cnvolve Importaglo ¢, no caso do HpD,
;h comerclalizac¥o ¢ restrita a detorminados contros de sadde ¢ pesqui -
;na.
0 mé¢todo de preparag¥o do HpD inicialmente estabelecido
~por Lipson (ref. 14), fol gsistematizado, reopoetido ¢ descrito por
Dougherty (ref. 23). Nota-sec na llteratura cepeccializada uma grandc
dificuldade om obter partidac igualmente eficientes "in vivo” do HpD.
Uma vez que difercntes métodos de preparag¥o levam a  produtos finals
diferontes, csta dificuldade, grosseiramente, pode seor atribufda A
exigténcia de alguns passos crfticoe na prepara¢¥o, descritos de forma
vaga na metodologla divulgada por Dougherty.
Desta forma, se fez nccogedrio que tomdosemos conheci-
mento de algumas tdcnicas qufmicas que permitigsem a preparagio de

nogsa propria amostra de HpD para cstudo, como descreveremos a scguir,

3.1~ PREPARACXO DO HpD

O método de preparaglio scguido consigtce na dissolugio,
por agitag¥o,de 1g de Hp.2HCI (Hematoporphyrin Dthydrocloride- Sigma

Chemical Co.3 om uma mistura deo 19m] de dcido acético glacial, P.A.(
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; CH, CODH~ Merck) o tml do 4dcido sulfurico concentrado suprapur, P.A.(
; H2504- Merck ou Carlo Erba) durante aproximadamcnte 20 minutos. Esta
- solu¢3o permanoce em ropouso 24hs no escurc ¢ 3 temperatura de 20 %, a
- seguir ¢ filltrada com papel de filtro Whatmann n2 1, corca de 30 minu-
~tos. Com a adi¢¥%o deo corca de 15 litros de solucHo aquosa (3-5)% do
wcetado de sddlo, P.A.(CHBCDDHa.3H20~ Merck) & solug¥o Inictalmente
filtrada, oastaboloco-sc pH=6,0 para que haja prectipitac¥o msxtma de
6l ido.

0 matcrial precipitado € recolhido mediante filtragio
por gravidade ( aproxlimadamentc 48 horas) em papel de filtro UWhatmann
ne 1 e extensivamente lavado com 4dgua bidestilada. Os papétis de fil-
trp com o Bélldo s¥%0 colocados em um deéssecador com sflica gel, onde é
felto vdcuo (1.10° torr) por cerca de 1 hora. O sdlido recolhido pela
ragpagem dos papdéia de flltro ¢ o HpA (0,45g) co deve ser guardado om
frasco oscuro a tompeoratura de -2000, até quo so quoira preoparar a so-
iucﬁo Injetdavel, chamada de HpD.

A solugd¥o Injetdvel ¢ cobtida discolvendo-sc a  proporcio
do 1g do HpA para 50ml do solu¢Zo de hidréxtdo de addio, P.A.(NaOH
-Merck} O0,1N. A solug¥o ¢ agitada por cerca de 1 hora & tcmperatura
de 20 °C e neutrallzada a pH=7,1 com a adig¢¥o do soluglo de fcido clo-
rfdricé. P.A.(BCl- Mcrck) O0,1N ¢ ajustada a um volumc total de 200ml
com solug¥o de cloreto de zdédio, P.A.(NaCl-Morck) 0,9%. U HaCl & adil-
clonado para tornar a solugfio isotSnica. M colugHo & ceterelizada por
filtrago om membrana # 20 M m(M{llipore Co.). Esta soluglo & osta-
vel quando guardada no cecuro, em freezer, A -20°C por cecrca de (3-6)

mesag (ref. 24 o 25),
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3.2- COMPOSICXO E ESTRUTURA QUfMICA DO HpD

Uma vez que diferentes porfirinas té&m diferontes pro-

. priedades fotosscnoibilizadoras, ¢ dc considerdvel iIntercsse soeparar

os componcentes do HpD para tdentificd-los quimicamente ¢ conhecer guas

propricdades ffsicae, poesibilitandc assim a determinaglio de suae pro-

- priodades indlviduals como localizadores o fotossonslbillzadores de

tumorce.

Com o auxflio de uma tdcnica cromatogrifica cimples, a

- cromatografia de camada delgada, também chamada de cromatografla de

placas (TLC), que congiste na scparag¥o doc componentes individuaig de

uma mistura atravdas do transporte do composto com solug¥o (soluto) por

- um fluxo de solvente liquido (cluente) que o arrasta stravés do melo

{(placa com camada do cflica gel) até que seja séparado de outros solu-~
tos que tenham sido arrastados com velocidades difcrentes: foram iden-
tificados oz 3 principais componontea do HpA : hematoporfirina pura,
monoacetato de homatoporfirina o diacetato de hematoporfirina ( corca
do 50%X) ¢ rogictrada a prescnga deo impurezas de estruturas dosconheci-
das (refs. 26, 23, 27, 28, 29).

£ Interessante notar quc o tratamento alcalino do Hpa

raosulta em hidrdlise total doa acctatos ¢ quo cstes z%o sompreo ingtsd-

: vele cm solugBes aquosas ncutras. Tal fato leva a conclulr quc nem

monoacotato nem o diacetato de homatoporfirina s¥o tmportantcs para as

propriedades de locallzag3o ¢ fotossenaibilizagc¥o de tumores do HpD.
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01 hematoporfirina
02 protoporfirina

03 monocacetato Hp

04 diacotato Hp

05 HVD

10
11
12
13

14 do HpA o do HpD

CHOHMc
CH-=CH,
CHOHMc
CHOAcHe
CHOHMc
CHCHHo
CHUAcNc
CHOEtMc
CHOHMc
CHOAcMe
CHOELMc
CHOEtHMe

Ac

CHOHMc

CH'-CH2

CHOAcMc

CHOAcMe
CHrCH2
CHOEL Mo
CHPCH2
CHOQAcMe
Ac

Ac

CH.—CH2
CHOEtMe

Ac

cim

aglm

8im

gim

Sim

2im
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-droxietilvinildecuteroporfirina.

' TABELA Oi-Abroviag8ca: Ac= CH 31300- , Mo= CH3- , Et= CH3CHZ— LHVD= hi-



(tabela formulada & partir doso dadon das roferdnciaz 30 ¢ 36).

Diversoc grupos dc trabalho (refe. 30 , 31, 26, 32, 27,
33, 31 o 35) flzoeram uso deo uma tdécnica qufmica mats sofisticada para
o cstude dc HpD: a cromatografia 1fquida de alto desempenho (BPLC)Y; ¢
.com o auxfllo do uso de grupos acetato radtoativog EIHCJ na preparagio
do derivado, o NMR [1 H), ldentificaram algumas perfirinags conhecldas
como componontes do HpD e observaram a progenga de uma porfirina de
cotrutura até cnt¥o desconhecida, que sc mostrou ser o matertial prima-
riamente rogponsdvel pola atividado fotosseongiblilizadora da mistura
HpD,"in vitro” c "in vivo” ( ref. 36).

A figura 05 mostra os difecrentes tipos de porfirinas en-
contradas na sopara¢¥o do HpA por HPLC (vide numecra¢¥o ¢ cstruturac na
tabela anterior) e a figura 06 mostra uma compara¢¥o dos cromatogramag

da protoporfirina (PP), do hidroxiotilvinildouteroporfirina (HVD) ¢ do

HpD.

3
£l o
% 05
:
0

TEmpo:kaeluigEo'mdn)
FIGURA 0%- Cromatograma do HpA. (ref. 35)
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FIGURA 06~ Cromatograma da protoporfirina (...), do hidroxictilvinil-

deuteroporfirina (---) o do HpD (—).(ref. 35).

Da tabela 01 obsorvamos quo o componcnto n2 14 n¥o havia
sldo identificado, cntretanto, posteriormente Dougherty ¢  colaborado-
res (ref. 37) lisolaram osta substlncla do HpD com o uso do uma coluna
de filtrag¥o em gel ¢ de HPLC ¢ pudecram tdentifics-la com o auxfljo de

NMR 1H] e egpectrometria de massa por bombardcamento de stomos rapt-
dos (FAB) como sendo o chamado dihomatoporfirina dtor: DHE, quc & pos-—
sfvel om 3 cstruturas isoméricas (fig, 07). Verificaranm gqua a fragio
14.n50 80 trata de uma frag¥o pura, mas aparecce com cerca de 10-20% do

impurezas, scndo gcu principal contaminante o HVD.
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DHE
HOaC(CH2)2 . CHg CHz {CHp)aCOgH

HOLC (CHa)p

HaC

HO?H CHg
CH3

FIGURA 07- Estrutura quimica do componente fotoativo do HpD, O DHE.

Oz trés 1sbmeros s¥oc:. big-1-[3-(l-hidroxictil)-doutecroporfirina-8-it1l
otil etor, bis-1-(8-(i-hidroxleotil)-deutoroporfirina-3-111 ctil &tor o
1-0{3-(1-hidreoxiettl)-douteroporfirina-8-111-1'~-[8-(1-hidroxictill~dcou-

toroporfirina—-3-i1) otll &Ster.
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Apecar de numerosos catudosa no gagentido de tdentificar
todoe os componcntee da mistura HpD, ainde hid uma quantidade de  1mpu-
rozas, poquena om porcentagem, maz n¥o ldontificadas. Acredita-ge ho-
Je que os componentes desta mistura wultrapassem de 100 porfirinas.
Com baze no fato de que n%o & possfvel se manter o DHE na forma pura o
de ainda n¥o ter sido possfvel a identificag¥o da totalildade dos com-
ponantes do HpD, a FDA ("Food and Drug Admintstration”) &rg%o america-
no responedvel neste pafe pela autorizagBo do uso de medicamentos, que
havia permitido a utiliza¢¥o do HpD o DHE <(comerctialmente conhecidos
como Photofrin 1 e Photofrin 11 respectivamente) om determinados con-
tros de pesquisa por 2 ancg, vetou em meados do margo de 1986 o uso
clfnico ¢ comercializagBo destes produtos até que se complctem as  la-
cunas do ldontifica¢¥o quimica o postorior testo bloldéyico de cada um
dos componentcs scparadamente ( ref.38 ).

A homatoporfirina na pua forma comorclal contém uma po-
quenina parcela de Impurezas (corca de 2X){(ref. 32) c por male sofig-
ticadas que sejam as tdcenlicag utilizadas em sua purificag3o, pouco se
conscgue reduzf-las. Entretanto, por se conhccer os resultados de scu
uso clfnico ¢ por ger encontrado préximo de sua forma pura, ¢ Hp teom

scu ugo clinico autorizado pclo FDA (ref. 38).
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4-TESTES E APLICACSBES DA HEMATOPORFIRINAS E DERIVADOS

4.1- PRIMEIROS TESTES

Oe primeiros testes bloldgicos do toxidade dec Hp ¢ HpD
em cobaiaz foram recalizados por Lipson o colaboradorea (ref. 14) quan-
do cstabelcceu a mctodologia deo preparagfo do composto. HNestes testes
scu grupo dotorminou a doso lectal dos compostos em relag%o ao peso, o
intervalo entre a fnjog%o ¢ a expori¢¥o d luz, © a duracfo dectas ox-
posicBos. Veriflicou queo as cobalas aprosentavam ceritema nas orclhaa,
cdema facial, frritag¥o ¢ queimadura na pelc quando eram expoctas 2
luz branca om um porfodo de até 48hs depolis da injeg3o intrapcrttonial
dos compostos ¢ a doscs majorcs que I5mg/kg de massa corporal dcstas
cobatas. HN¥o fol vertificado ncnhum ofelto dopols de 72he da aplicagfo
¢ quando os compostos cram Injetados intravencsamente og cofcitoc na
pele cram obzervados malz rapidamente. Estc grupo tontou Inilbir oz
efclitos tSxi1cos da ag¥o fotodinSmica dos compostos com varias drogas (
adronalina, protoporfirina, otc.) o nonhuma dolas diminulu ou modifi-
cou estes efeitos. A comparaglo cntre os cfcitoc do Hp o HpD resultou
na obsorvagido do derivado ter duag vozoo mals ac3o fotodinBmica mag
gor tambdém duae vezos mais tdxico.

Continuaram os expcrimentos ¢ (ref. 39) testaram as pro-
pricdadez de localizag3io ¢ do HpD om 4 tipoz de tumores transplantados

cm ratos (rabdomjosarcoma, adenocarcinoma mamdrio, carcinoma de Walker
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256 o do Flex-Jobling) verificando que os tumorcs podiam eer deotecta-
dos ¢ localizados com o uso dc HpD 4 deopoie de 241he da traneplantagio
( mosmo om agrogados microscépicos de células malfgnaz) o continuar a
f'luorcscer com a incidéncia de luz até quc sc  tornassem necrdéticos.
Observaram que a fluorencéncia de tumoros benfgnos om rolac¥o aos ma-
lignoe cra muito pequena, mas coxistente.

Em 1366 Lipson o colaboradoroz (rof. 15) foram oz pri-
meirog a testar o ugo dco HpD para detec¢Bo ¢ localizagfo de tumorce em
paclentoes rocorrontes ( les@os do os8fage, tumor do selo o necoplasta
malfgna de vagina ). A unica reoopalva apresentada fol que pacicntes
que n¥o seqguiram a recomendag¥o de n¥o exposig3o direta 3 luz do =ol
durante 4 dias depols da inje¢¥o, sofrorom queimaduras de pele compa-
rdvels as do oxcosso deo sol om condig®ecs normais. Nestes cestudos se
notou o poteoncial para destrulgfo scletiva dc.tumores por HpD, quando
foz miltiplas injog8es do composto, seguidas de exposi¢¥o local de luz
flltrada de lampada dc xcndnjo (n%¥o cspecificou o espectro) cm uma pa-
clente com grandoe ulceorac3o de tumor mamdrio rocorreonte. Embora a lo-
p3%0 permenecespe varias scemanas de reopetido tratamento, uma  objetiva

evidénctia do regposta fol verificada.
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4.2- TESTES "IN VITRO”

Divergog grupos dco trabalho t&m cetudado os eofcitos da
Hp o derivados om cultura do cdlulas o muitas vozos os resultados po-
sitivos obtidos "in vivo” n¥o p¥%o observados em testes "in vitro”.

Em ostudos lnlclalé com cdlulac ombriofibrobldsticas deo
rato (ref.40 ¢ 41) fol verificado que a abgor¢¥o deo HpD ¢ a rceultante
fotosseonsibllizag¥0o s3o goralmonto similaros om ¢éluiag normais. o ma-
1fgnas "in vitro”. Entretanto, o cstudo realizado com células deriva-
das do carcinoma ”in situ” (NHIK 3025) quando tratadas com HpD om cul-
tura ¢ cxpostas & luz, mostrou um aumento na permeablilidade da membra-
na (ref.42) o danos na mitocdndria (devido a sua alta afinidade com
porfirinas, ref. 43). Egtudos majs rccentcé com csta megma 1inhagem
do células (ref. 14) mostraram quc as cdédlulas transformadag (tumoralg)
tém (25-50)X mais habllidade para rcter HpD do gue células n3o tran-
formadaz (normaig); tambdm verificaram que o tratamento causava Inati-
vac3o de 85X das células ¢ que as cé¢lulaes gobreviventes ge multiplica-
vam a uma taxa menor que ag cdélulas de controle.

O egstudo da abeorg¢3o ¢ coficiéncia deo fotosgengibilizaco
de alguns componentes do HpD "in vitro”(ref. 45): hematoporfirina, hi-
droxictilvinildeutcroporfirina ¢ dihematoporfirina éter (nimeros 1,5 ¢
14 da tabela 01 do capftulo antertor), verificou a malor cficdcla do

componente 14, como pode scr verificade pela tabela 02 abalxo.

Pag.23



——— S A T W A S} Bk oy i i B e T i S i Akl B e 2k ek e S e e dhr e i B TR WY W M T M R EE W W W A AR A

POLARIDADE COMPUNENTE ABSORCKXC RELATIVA EFICIENCIA

do FOTOSSENSIBILIZACXO

et n — —— — — - —— —_

i Hp 0,05 0,07
HVD % 0,24 0,30
HVD % 0,38 0,14
DHE 1,00 1,00 Y

TABELA 02~ Abgorg¢¥o colular relativa dos componontes do HpD om céiulas
NHIK 3025 dcpois dc th de incuba¢¥%o a 37°C. A eficiéncia relativa na
gonglibllizag¥3o do célulag para fotolnativag3o 6 a medida do inverso do
valor de tempo de cxposic¥o & luz necegoidrio para inattver 90X dag

cédlulas ( 330nm < A < 410nm, 10W/m? ). %X = dolis 1s8meros do HVD.

A cfici&nela de fotoinativagBo deo célulag (ref. 46) di-
minui com a diminuigdo da concentrag¥o de oxligénio na atmosfera da
cultura. Com 1% deo 02 na atmoofera da cuitura a fotolnativaglo ¢ re-
duzida a 50X, ¢ quando o mcio em cultura oatd sob atmozfera de N, pu-.
ro, ncenhum cofeito ¢ observado. A  depend@ncia da concentragfio de oxi-
ginlo ¢ fotolnativag¥o om tumores transplantados cm cobalas também foi
verificada, uma vez quc hd dificuldade com Inativar regi@ec anéxicas do
tumor, sendo proviavel que a inativa¢¥o ocorra dovido ac mau funciona-
mento do sistema circulatdrio do tumor causado peia fototerapia.

Um estudo do viabilidade o fluorescéncla de cdélulas de

Sarcoma S-180 (refg. 417 c 18) tratadas com alguns componcntes do HpD

separados por HPLC, sogulido de fotossensibilizag¥o com luz (tabela 03)
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verifica uma assoclag¢¥o de porfirinas com componcontog celulareg de

constante diclétrica muito baixos (ligag¥o com lipfdcos da membrana c

posterior associa¢¥o a componentes intracelulares menos hidrofdblcoa).

T RS e ey e — P S e W S —— e A PO W M W S S Ty S S B A Gl mr v W S N M A A AR - e vem e e - ——

COMPONENTE FLUORESCENCIA ABSORCXU CELULAR VIABILIDADE %
HpD 100 140 20
DHE 105 _ 217 10
Hp,HVD, PP 205 160 17
Hp purificada 5 7 100

T T S PR RS G ek e S R S SR Reie e e e S e Y S L LS L o e e MR W M N R M AR M e e v TR FEE B RN S it by = v e wey W M

TABELA 03- Células de parcoma 5-180 tratados com 10 MUg/ml de HpD por
16he a 30°C, com cxcitacBio em A ~400nm para determinaglio da fluorcs-
céncia o irradiadas com luz em 590nm< A <6410nm, com 10U/m” por 10min.
O valores dc fluorescéncia cst%o normallzados com a dae célulag tra-
tadaz com HpD. O0Os valores dc abeor¢3o est¥o expressos em Ug de  por-

firina/g de célula. A viabilidade & relativa 3 células de controle.

Embora os matorcs ofeitos da PDT om tumores ocorram na
#ua vasculatura Interna ¢ circundante (congestZo dc células vermelhag
© alguma conuclcag¥o de c¢lulas adjacentos aos vasos o postertior extra-
vazamento destas cclulae com a destruig¥o das células deo  tumor (ref.
27), o quo obviamento n¥o podo gor vorificado pelo ostudo "in vitro”,
cstes cetudos fornecem a importante Informag¥o de que os danos nas

membrana s¥o regra contral do tratamonto fotodin8mico (ref. 49- 51).
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4.3- TESTES "IN VIVO”

Us testes "iIn vivo” fornccem informa¢3es muito Importan-
tes sobreo os processos cenvolvidos na PDT, uﬁa vez que se aproxtmam do
fato das condigBes encontradas em "anima nobili”. Estes testes poesi-
bilitam a determinag¥o dos par8metros envolvidos na terapia : tipos de
tumor que apresentam resposta ao tratamento, dimensifo destes tumores,
dosagoem nocossdria das solug@es de Hp ou derivados a serem  injetadag,
intervalo de tempo cntre aplicag8o ¢ oxposigfio & luz, comprlmenté de
onda ¢ poté&ncia mais adequadog, o, gobre a necessidade ou n¥o do rope-
Lig30 da terapla.

Oz estudog inicials "in vivo” mostraram apecnas que a
fluorcscénclia ativada com A = 488nm roduzia altaxa de cregcimento de
carcinoma de células cecamogas (ref. 28) c de células de tumor maméric
transplantadas em ratos (ref. 18) e era do um vormelhe intonso na re-
gldo central do tumor, cnquanto o tecido normal adjacente apresentava
uma love fluorescnecia rdéoea.

Testegz maip abrangentes comegaram a ser rcalizados numa
tentativa de detorminar a respozta 3 PDT de véartos tipos de tumor cm
fun¢®o do ceu tamanho c localizag%o (ref. 52). Verificaram que massag
tumorals do atdé 8-10 cm podliam seor eficiontemonte tratadas, J4 masgasn
tumorailg malores requeriam dosgagem dobrada de HpD e tratamento prolon-

gado (atdé um ano )}, conforme a tabela 04 a zeguir.
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1170 DE TUAGR LOCALIZALAD  TAMAMMD (cn) DOSE L/ RESPOSTA EFELID MO Tewep &
THSZRC20 09 Tusar TECID0 NORWAL

Usteaszr Cond Randibala 7, 9R8r0 3912 Coap[efa RERRaR oF aEses
Usteasarconz 3.4:3.5 Q) Parcial Nenkhue I nés
. a8, 5 124 (3) Coapleta Henhnu 12 neses
Usteosircoma libia 7,3xb, 33,5 309 (3 sl Henhun | ues
Dstecsarcona _ Tibia 3,842, 8x2,0 308 (5 Nenhuma . Henhun | U]
. " §,002,002,0 50 (i4) Kenhuaa Nenhya 2 neses
Mengcarcinom aetas- Pelvis L840 28 @) farcial leve eritema 1 s
tatico de prostata , .

Kelanowz #3)ignp Pilato 4,8:2.8 248 (2} Farcial Nenhua 3 semanas
{aelanotica} qurp 2,8x2,0 2 (2 Completa Nenhua 12 seses
felanoez waligno Palato d.4x2.0 240 (2} Kenhuna Henhiin 3 seminas
{pigeentada) duro 302,08 24 () Parcial Nenhaa 2 weses

0,0x8,5 o (1)
. . ) 3 1 £u|tleta Nenhuy 12 wgses
Carcinoma de celulas Cavidade sino-  2,9xi,0 368 (1) Nenhuma Neahua | s
BSCAMISAS mandibalar 2,8 323 (&) Parcial Nenhun J neses
1,0m8,5 224 @) Parcjal Nenhur 4 weses
. \ , 278 {2) Parcial Leve descamagdo  J meses
Garcinowa de celulas Palato 3,0xd, 82, 38 (3) Parcial Nenhu 3 sesanss
BSCANISAS duro 3,063, 94k, 0 144 (1 Parcial Nenhua 3 semnas
. . 322,01 8 187 (8) Parejal Nenhua 3 senanas
Carcinoma de célulag Esterao 2,3%2,3 9 (1) Cowpleba  Descamagdo sobre @ weses
mst 1 lesao
Fibrosarcoma Perna 2,340, 4 3 2 farcial Nenhun i mis
3.0%2,d 458 (3} Pareial Henhun I wgs
. 4,7:4,5 40 (1) Parcial 1 nes
farcingma de glandy- face 3,803,882,0 908 (1)
la sebicea 1449 () Parcial Henhim 2 semanas
4,0:3, 52,0
4,03,542,8 f6i% (4 Cowpleta Renhux 3 weses

TABELA 041~ Repposta de tumorce primirtiog em cBes ao tratamento fracio-
nado. Todos oe animale roccberam Smg do HpD/kg, 418hs antcs da oxpogi-
¢¥0 3 luz duranto 20-30 min. % = {ntorvalo do tompo ontro ¢ tratamon-

to male recente c o oxamo.
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Alguns grupos de trabalho tcataram a atividade bloldglca
dog diversos componcntes do HpD (ref.30 ¢ 53) ¢ concordaram no gentido

quc © uso da Hp na forma purificada (isolada por coluna de permeag¢3o
cm gel) nBo apresenta habilidade de fotossensibilizagBo, om contrapor-

tida a Hp comercial contondo impurezag (tabeola 05).

T v s m Em e L W M A e S e vt vmr PEN R R W SR SR ML S A & e ey e e e PR S R R A b i e vew AN FEN R M N M M M AL S i vl W e e e A E A A i e

COMPONENTE DGSE % do DHE X do RESPOSTA DU TUMOR
Fabricantce mg/kg dia 1 dia 7 dia 90
Hp (Porphyrin Prod) 15 15-20 70-80 50-60 0
Hp (Rouzacl) 15 <1 & o 0
Hp purificada 15 0 0 0 0
HpD 7,5 45-50 B0-100  50-60 10
DHE : g4,75-4,2 100 80-100 50-60 10
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TABELA O5- Habilidade dc fotosocneiblliza¢¥o de virias porfirinag cm
Lumor mamdric SMT-F {(dc 5-7 mm) transplantado em ratos quc sofrcrom
Inje¢3o Intraperitonial deo porfirina 24hs antes da oxposi¢3o A luz de

600nm < A <700nm com 160mW/cm’ por 30 min.

Duas indica¢Bos de que oz cofoitos cltoldglicos da PDT
possam scor difcrentes om diferentes partes do tumor foram : a observa-
¢¥o do aparccimento de bolhas na membrana perto da estrutura vaacular
1Smin depois do tratamento de tumor de ratos com HpD (ref. 54) ¢, a
vertflcag¥o da sonzlvel diminuig¥o do fluxo sangufnoo om tumoros uroc-

tellals em ratos depols da fototerapia (figura 08 ).(rcf. 24).
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FIGURA 08- Fluxo zangufnco do tumor depoloc da aplicagfo de HpD 4 uma
dogc de 10 mg/kg ¢ fototratamento com juz de ) > 590 nm com 360
J/c m 2 . a: tumor abailxo do procosso x1fdide, b: tumor acima da pu-
bis. A- Fluxo gsangufnoo dotorminado depeois de 10 minutos de terminado

o tratsmento. B-Fluxo sangufneco determinado depois de 24 hs do  trata-

mento.
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O ootudo deo carcinoma de célulag cgcamosag  Intrabron-

quials ¢ displasia d¢ bexiga (ref. 55) induzidos cm clecs possibilitou

© toste com © uso do fibras dpticas atravéz do canal deo bidpela do

- broncoscéplos (praticdvel na detec¢fio e delincag¥o de tumores ocultos

doe pulm¥o o boxiga em humanos, rofs. 55, 56, 5/, 58 ¢ 59) ¢ fol do
grande import8ncia na determinag%o de a]guhn par@mctros da PDT. Esgta-
belecou o uso do luz de cor fndigoe do lager de Cripténlo para ativag3o

da fluorescéncia de tumores tratados com HpD, 1uz vermetha de um aip-

tema lagor do Argdnio-lagor do corante (A=630nm) (ref. 21) dirigido pe-
la fibra atravéz dog diversos tipos dc condogcdpioo em tumorce quc' ti-
vessom rocobido 50-210 J/cm? depois do 18hs do Injoc3¥o do 2,5-3,0mg/kg
dc HpD para produzir complcta crradica¢Bo dos mesmos.

90 i
80 X
70 |-
60 |-
50 -
40 -
30 ~
20 -
10

0 - _
600 6iI0 620 630 640 650 A ( nm )

% de Resposta

FIGURA 09~ Resposta do tumor SMT-F em ratoz. Oz animais roceberam HpD
8 dose de 7,5mg/kg ou DHE 2a dose de 5,0 mg/kg, 24 hs antes do trata-
mento com luz do 75 mW/cm’ por 30 minutos. A resposta fol determina-
da pelo percentual dc animals sem tumor depois de 7 dias do fototrata-
mento. ( X X ) DHE | resposta ao HpD :[( ~— ) tumor

{ === ) pele ,
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4.4- USO CL(NICD

O uso clfnico de HpD em PDT foi iniciado com pacicntes
que jd haviam tontado outras formas conhocidaz do torapia ( radiotora-
pla, diferentes tipos de quimioterapia, tcrapia hormonal, etc. ) e co-

tas so mostraram ineficiontes ou inadequadaz 3 cles. (rof. 23)

TIPO DE TUMOR _ RESPOSTA TOTAL
COMPLEYTA PARCIAL NENHUMA

U AU 1.2 S
C&lulas basain 2 \ 2
Molanema mal fgno 6 1 7
Condrosarcoma 1 : 1
Adonocarcinoma do célon 2 1 3
Prdstata 1 1
Micose fungdido 1 2 6
Carcinoma cndometriail b &
Carcinoma de solo 75 . 10 B85
Anglosarcoma _ 1 1
Carclnoma.do c¢lulas cscamosas 1 1
TOTAL DE TUMORES 98 13 2 113

T M T T A A G S AR e el il ke, o e v e . . o T e n —— Al 1 ———— i it T —

TABELA 0O6- Rospoata de tumorcs ao HpD seguido deo exposiglo A luz ver-

mclha, (a) desaparecimento de tumor palpdvel.(b) redug3o dec massa tumo-

ral 50% ou comploto dosaparecimento seguido do recorréncia.
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A tabela 06 indica o tipo do resposta a PDI de uma va-
riedade de tumores cut@neog, subcutfncos recorrentes e metastiaticos,
com Injecdo intravenocaa do HpD 3 doses do (2,5-85)mg/Kg do magsa corpo-
ral do paciente ¢ iIrradiados 2,3,4 ¢ 5 diag depols da Injeg¥e, com luz
do 600nm < A < 700nm com 100mW/cm? duranto 20min, ou, com 50mW/cm?
durante 40min. (ref. 23),

A fluorescénclia observada ¢ mals fraca quanto maig pig-
mentade for o tocido, o que dificulta a ponotrac¥o da iuz azul. Ag
mclhores relagBes terap&uticas foram obtidas pclo tratomento a2  100mi3/
cm® duranto 20min com luz do &20nm< A <640nm noe dias 3,5 ou 5 apéa a
Injeg¢¥o de 2,5 mg de HpD/Kg de peso do paciente.(ref. 27). O uso de
tratamento fracionado apresentou ag vantagens do poupar o tecido nor-
mal e prevenir traumas cm pacleﬁtes quando grandes dreas g%o tratadas.
Em areas tratadas repetidamonte, uma sogunda injeg¥o 2 ou 3 gzomanag
depois do primeiro tratamento regulta cm resposta mals severa da pele,
entretanto, a rosposta do tumor & goeralmente rédpida com aparente ne-
crose ¢m menos de {1 gemana.

Viartos grupog de pesquisa nog EUA, outros na Itilia, No-
ruega, Austrdlia, Jap¥o, China, ¢ mals rocentomente na Franca, tém pu-
blicado resultados bastante promissores do ugo de HPD/DHE em PDT (ref.
60 o 613},

Para tumores cutfincos e subcutBncos como melanoma ma-
l1fgno, carcinoma do cdlulas basats, micoso fungdide, carclnoma do cé-
lulas egcamopas, sarcoma de Kappzi, doenga de Bowen e cf@ncer metasts-
tico de selio so obsorva rosposta completa de tumores suporficials ( 3
nm) com © uso de balxas dosagens ¢, tumores a profundidade de 1,5 cm

80 8¥o destrufdos com multiplos tratamentos intersticials com algum
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sacriffclo do pacientoe. A PDT mostra sor de grande beneffcio 3 malo-
ria dos pacienteg ¢ n¥o sec mostra aplicdvel quando a docn¢a cstd cla-
ramonte fora do controlo. {(refs.23 o 27).

O tratamento de céncer de pulmBo (refgs.62 ,63 ¢ 641)enm
egtado inicial so mostra bastanto oficiento, o a PDT tom sido larga-
mente ugada nestes casos. Para lesBes obstrutivas e tumorcs extra-
bronqulals, outras teraplas s¥o indicadas. A PDT n¥o pode seor congl-
derada como cura total para pacientes com cago avangado e/ou de recor-
rencla miltipla, mas pode oferccer a clos a posasibllidade do extender
© perfodo de sobrevida nas pltua¢Bes pés-operatdrio ¢ apds outras te-
rapiaas.

0O ugo da PDT em clncer de csdfago & bem similar aos ca-
gos do clncor no pulm¥o; mals indicado para cstdglio inlcial quando a
cirurgla possa ser evitada ou n¥o apresente garantias.{refs.ﬁe c 67).

Os dnicos casos registrados do uso do PDT em c8ncor do
cstémago ( ref. 67) moptraram quc cmbora haja considerdvel necrope dos
tumorcs, frequentemente se encontra pequenos aglomeradogr de cdlulac
tumorale, o que ¢ atribufdo a dificuldades técnicas cm alcancar todas
as drcas igualmente com luz dovido a dobras gdstricas, poristalsia ¢ o
8ngulo limite de divergénecia das fibras usadas.

Carcinoma "in situ”, c8ncor multic8ntrico e displasla de
rinsg, tém mostrado maior grau de scletividade ¢ 2lto grau de resistén-
cla do urotéllio normal com HpD/PDT quo com qualquor outro tipo de
tratamente (refs.59, 68, 69 ¢ 70).

U numero de casce registrados do ugo de PDT om tumorce
glnecoldgicos o do prdstata (refz. 71, 72, 73, 74 ¢ 75) ¢ poquono, mag

todos os casos de clncer de vagina e vulva mostraram recsposta parcilal
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ou complota com oxcolonto reepitelializag¥o dopoios da necrose dog tu-

mores, ocorredo geralmente em 3 ou 1 semanas.

Embora ainda 8o nocosszito mals ostudo, a PDT tom mostra-
do cxcelentes regultados nos cagog de tumoreg intracculares, meolanoma
mal fgno do cordido o retinoblastoma. A luz 6 aplicada atravéz da cér-
nea ¢ eeclera ( refs. 76, 77 ¢ 78) com alta densidade dec poté&ncla
(200-600mW/cm® ).

Desta forma podemos ver que a PDT tem se mostrado cofeti-
va nos tratamentos do tumorcez do pole, bronquios, ceéfago, rina o
selio, €, bastante promiseora cm outréa neoplasias. Apresenta a vanta-
gem do poder sor aplicada som nenhum problema dopois de outras tora-
pius convencionais, de forma que se tornc uma modalidade de terapla.
Para paclentes inoperdvels o aqueles terminals, tem sido escolhida co-

mo forma de tratamento preferido,
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5- PROPRIEDADES SPTICAS DA HEMATOPORFIRINA E DERIVADOS

Como vimoz atdé aqul, a torapla fotodin8mica do c8ncer
com © ugo dos derivadogs da hematoporfirina pe tornou um tecrapla alter-
nativa, com aplicabilidado ampla o promissora. Pudemos vorificar que
uma grande quantidade de estudog bloldgicos ¢ clinicog tém gido reali-

zada, © quo now loevaria a egperar um volumo da mozma ordem de grandoza
cm trabalhos que versassem acerca dag propriedades © mecaniomosn ffol-
co-quimlcoa dos compostoz em guezto. Ao contrdrio das ospectativas,
© por cstranho que pareca, o8 estudos necstas dreas s¥c minimos ¢ pouco
cluctidativosz.

Depois de um levantamento bibliogréafico minucioso © da
roalizac¥o bastante criteriosa no proparo das ameostras ¢ medidas de
suass propriledades dpticae, pudemos digcutir, comparar e questionar al-
gumas propricedados publicadaz na lltoeratura.

Ltomos € moléculan s¥o compostos per partfcuias |igadaes
que podem ser descritas usando—se moc8nica quéntica, através de fun-
¢Tes do onda cptaciondriap, As condiglBes que correspondem aovs modos
estaclondrios do onda s30 oz estados. A estrutura quintica pode ser
entondida consideorando-gse a estrutura do nivois do enorgia como gsendo
congtituida de tré€s partes principals: oletrdnica, vibracional e rota-
clonal. A ostrutura cletrdnica ¢ detorminada pela distribulg¢ico de
carga cletrdnica na moldcula ¢ por peus cstados de energia cletrénica.

O3 modos vibracionais da moldcula ¢ seus corrospondentes estados de

energla vibracional compie a cstrutura vibracional. Dentro de um eg-

.,
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tado vibracional hd uma estrutura fina do nfvela atribufdes a difecren-
Lteg estados de rotag¥o da molécula, Colelivamente entas estruturas
s30 denominadas estruturas vibrénicas.

Oz mé¢todos fistcos que permitem o estudo de estruturas
lerﬁnlcas de moldculazs s%0 virios. Dentre oles destacamos os métodos
dpticos por cstarem intimamente ligados aoe processos envolvidos na
Terapla Fotodin8mica de Céncer (PDT) de nosso Interessc.

O egpectro emitido por uma melécula pode ser dividido em
trés regifos correspondentos aos diferontes tipos de transzigio entre
os cstados quinticos moleculares. Na regi%o de radiacgifo infraverme-
lho longinquo observa-so primariament.e os espectros de rotac¥e, cor-
reapondentes\a radiagd3c emitida em transi¢Bes entre estados de rotacBo
de uma molécula que possul momento do dipolo elétrico. Na regi¥o do
infravermelho prdéximo, cbservamos em geral, ds eapectros ' de vibrag3o
correspondentes 3 radiag¥o emitida em transic®es vibraclonais de molé-
culas que poesuem momento de dlpolo elédtrico e comportam tambdém mudan-
Gaa nog e¢stados de rotagleo., Na regi%o do visfvel ¢ ultra-violeta ob-
servamos os egpectros eletrbnicos correspondentes & radiag¥o omitida
em transicBes cletrdnicas. As vibragBes descrevem véartog clclos du-
rante o Intervalo do tempo nccessério para mudar a configurac3o nu-
clcar, de modo que os eapectros eletr8nicos t&m uma estrutura fina de-
terminada pelo estado do rotagiio ¢ vibraglio dos nidcleos durante ag

Lrangig¢lens eletrdnicas.
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9.1~ PROCEDIMENTO EXPERINENTAL

Para a obten¢%o dos espectroe de absorgio, emissZo € Ra-
man, foram preparadas védrlas solugdes do hematoporfirina ¢ dorivados,
- varlando a concentrag3o em solventes de diferente polaridade.

Os gdlidos foram pesados om microbalanga Mettlor ME-22 e
foram dissolvidos nos seguintes solventes: dcido acético glacial P.A.-
Merck, acoetona RPE- Cario Erba, metancl P.A.- Herck o dgua bildestila-~
da. Ag concentractes utilizadag foram 1.16? M, 1.16" M e 1.166 M.

As amostras destag solugBes foram colocadas em cubetan
MNuorimétricas de quartzo, Hellman, de caminho dptico - 1cm, para as
medidas de absorgio o fluorescéncla. Para a excltacdo wvia lasoer de
argénio ou criptbnio, foram utilizadas cubetds de plre#, Heliman, com 5
faces traﬁsparentos, do mesmo caminho &ptico.

Os espcctrog de absorg¢¥o foram realizados no equipamento
Baush & Lomb Spectronic 2000. As medidas do fluorescéncia foram rea-
lizadas no ecopectrofluorimetro Pelkin-Elmer MPF-44B Fluorescence Spec-
trophotomcter.,

Um sistema convencional de espectroscopla Raman fol uti-
lizado para a obtenglo dos espectros de emissﬁo.dptlca via excitag3o
lager. Nesote sistema, um feilxe laser incide na amostra e, a luz cspa-
lhada por ola ¢ coletada por um espectr8metro duple, ¢ ¢ reglistrada
com o auxflio de um glstema de fdton contagem ¢ um tragador x-t. Os
equipamentos utllizados foram: Spectra Physics Ar-Laser 165, Cohorent
Radlation Kr-Laser CR-750K, Spex Spectrofotometer 1401; Channeltron

1155, pré-amplificador e descriminador 1120, fonto do aita tens%o 1106
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e photoncouting Digital Synchronous Computer 1110 , 8SSR Inat. Co.,

truagador Hewlett Packard 7100BM. Todog og espectros foram obtides 2
temperatura do 20 °C o utilizando-so poté&ncia constante de 40mW, prove-
niente dos lasers.

Uma vez que foram realizadas medidas com o envelhecimen-
to das solugles, @stas permaneceram no escuro, A 20 C entre uma medi-

da e outra.
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S.2- ABSDRCXO SPTICA

Em espectroscopla Sptica, vartagBes noe estados quinti-
cos podem ser detectados quando a moidcula absorve onorgla do um fdéton
incidente, para passar para um estado de malor energia.

A figura 10 mostra os ospoctros de abmorg¥o Sptlcos tLf-
picos da malor parte das mectaloporfirinas e porfirinas de base livre.
Nestes espectreos a banda mais intensa em A = 400 nm & chamada de ban-
da B , ou de banda dec Soret, ¢ ¢ comum 2 todas as porfirinas. Ag ban-
dag mais fracas na reglSo ) - 500 nm e ) - 600 nm s%o chamadas de
bandas Q . A banda Q, om metaloporfirinas ¢ daovido a trangic¢¥o ecle-
trénica pura, sem vibrag8es moleculares, entre o cstado eletrbnico
fundamental e o primeiro estado elotrbnico excitado. A banda é
"devido & moesma transic¢Ho cletrdnica, mas alédm disso, vibracgBos molecu-
lares est¥o envelvidas. Esta banda ¢ chamada de vibrénica. Qx c QY
s¥o andlogos para as porfirinas do basc livre, © os subscritos x e vy
80 roferem 3 polarizag¥o do votor campo celétrico da luz abzorvida com

regpeito aos cilxos mostrados na figura 10.
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i H B X 400 500 600 A ( nm )

FIGURA 10~ Espoctro de absorg¥o tfplicoas para: (a) Metaloporfirinas o

{(b) porfirinas de base livre, em solu¢Bo aquosa.

A figura 11 reprosenta um diagrama tfpice de nfvels de
cnergla para as porfirinas. Para as porflrlnas,.a absorg¢do de luz de
QO correspondo ao nivel do energia £ ; . No espoectro do absorg¢lo seo
observa transgic¢lies do estado fundamental E; aos virios estados vibré-
nicos exclitados da molécula ( Ey, + e 3, B} + @2 , etc.). Asgim, o ca-
pectro de absorg¥o revela nivels de cnerglia eletr8nicos excitados ¢

asgoclados nfveig de energlia vibraclonals ( o; , e, , etc.).
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FIGURA 11- Processo do emisa¥o ¢ abeorg¢lo de porfirinas ( onde oc nf-

veis de ecnergia s¥o tipicamente majores que 16.000 cm ' ).
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| |
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FIGURA 12- Espectro do absorc¢%o dptica de hematoporfirina em solucglo

aquosa 1,25 Mg/ml, no dia da preparacSo.
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A flgura 12 exiboe o espectro de absorc¢io registrade da
Hp em solu¢¥o aquosa 1,25 yg/ml (1.9.10“s M), tendo o perfil esperado,
comum as porfirinas. Exibo pico méximo em XA = 394 nm. Podemos obser-
var que o espectro moetrado nesta figura e o espectro (a) da figura 13

.(rof. 79) oxibem os mesmos picos do absorcHo.

0,1

ABSORBANCIA

300 400 500 600 A (nm)

FIGURA 13- Espectros de solug¢¥o aquosa 1,25 u g/ml de:

(_ .. .- ) hematoporfirtna , («-—---- ) Hpb e ( ) DHE.
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A figura 13 (ref. 79) fornece uma comparac¥c entre os
espectros de absorg¥o do Hp, HpD ¢ DHE cm polu¢¥o aquora, A varlacglo
das intensidados e pequenocs deslocamentos caracterizam os diferentes
cspéclies moleculares cncontrados em solugBo. Enquanto a Hp tem
Iméxlmo de absor¢¥o om A =395 nm ( pico do absorg¢Xo do monémero), o
HpD ¢ o DHE apresentam um des)ocamento deste maximo pﬁra A - 365 nn,
indicando assim a presenca de agregadoz moleculares. Todos oa egpec -
tros exibem picos em A - 615 nm e » - 675 nm, com aproximadamente
mesma intensidade, entretanto, um pico adicional em A = 580 nm apare-

ce para o DHE.

- 0,2 F

Oyl - w,///”/\\\*\uﬂﬁfzhd

ABSORBANCIA

1 41"//\\‘!\=__=h..-
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FIGURA 14- Espectro de absorgdo de soluco de Hp em 4cido acético

1.10"°M no dia da preparac3o.

+
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Ag figura 14 o 15 mostram oz espectros de absorgio deo

solug¥o de Hp em dcido acético, no dia de preparac¥o das solucBes, com

concentrac¢i¥o 1.10 ° M o 1.10 % M respectivamento. A figura 16 nmostra

um espectro tomado em mesmas condigBes que a figura 15, depols de 30

‘dias de preparada a solugdo.

MDas Pfaura.s
comPrumen-tos de onda que serds vtilizacles para obter os espe

14-19 as Linhas Jerticals nolicam oS

troe de emissdo e espalhamento: 2:48C vawm, A25/95 vmn e.}v-;f
0,3 W
< 0,2 |-
Q
&
&
@)
)
2
0,1 |-
ol
] [ I
300 400 500" 600 700 A ( nm )
FIGURA 13- kepectro de absorg¢3o de solug¥o de Hp em 4cido acético

1.10""M, no dia da preparac¥o.
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ABSORBANCIA

300 400 500 600 700 * (nm)

FIGURA 16~ Espectro de absor¢3o de solu¢¥o de Hp em dcide acético

~4
1.10 M, 30 dias depois da preparagio.

As figura 17 ¢ 18 mostram oc cepectros de abeorg¢¥c de
solucBos deo Hp om acetona, com concentraclo 1.10°% M o 1.10° 'Y respec-
tivamente, no dia de preparag%o da solug¥o; © a figua 19 mostra o es-

pectro da solugZo 1.10°" M dopois de 21 ha.

I
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FIGURA 17~ Espectro de absorgHo do solu¢3c do Hp em acetona 1.1076 M,

no dia da proparagdo.

ABSORBANCIA
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FIGURA 18- Espectro de absorc¢fo de soluglo de Hp em acetona 1.10°% M,

no dia da preparagfo.
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FIGURA 19- Espectro de absor¢3o do solu¢%o do Hp em acetona 1.10-k M,

depoieg de 1 dia da preparagio.

Todos ectes espectros exibem picos de méxima absorg¢lo om
A = 395 nm (banda do Soret) o os demais picoas permanecem fixosz, apo-
nag havendo varia¢¥o nas iIntensidades relativas com a mudanga da con-

centrag¥o e com o tompo de proeparo das solugBes.
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A figura 20 (ref. 31) mostra o eapectro de absor¢lo do

solucdo de Hp em acctona, nas mesmas condi¢Bes que a figura 17, e eo-

td0o em acordo.

14 |-

o
T

{ u. a.)
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i

ABSORBANCIA
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T

300 350 400 450 500 550 600 650 700 A ( nm)

FIGURA 20- Espcctro de absor¢Zo de solugfo de Hp em acctona (ref. 31).

Com base nestee dados, obtivemoes ag localizacBec de re-
son@ncla ¢ com eles pudemos rcallzar as medidas de excitagZo com la-

ger, para localizar a emiss¥o ¢ possivelr plicog Raman das soluc8es.
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5.3- FLUORESCENCIA

Umo vez absgorvido o quintum de luz, a molécula iréd con-
vertor a energia de oxcitagdo ¢ rotornar ao sou estado celetrfnico fun-
damental E op. Quando as moléculas cotlo em uma fase sdlida ou 1fqui-
da, um egtado moleccular excltado decalrsd para um cstado de menor cner-
gla, geralmente com a porda do energta sendo llberada em forma de ca-
lor. 0 decatmento subseqiicnte deste estado ao estado eletrédnico fun-
damental ¢ froquontemonte acompanhado pecla cmlas%o do rad!acg¥o cletro-
magneética que ¢ chamada de¢ luminoescénetita. A transic¥o do estado ele-

trénico mais baixc E , para o estado elctrénico fundamental E podc

0
terminar em um nivel vibraclional deste cstado fundamental, com a cmis-
880 de um fdéton do frequéneclia relativa a csta diferconga de onergia.
Assim, segue que o egpectro de fluorescéncia pode fornecer nfveis de
energia vibracionals no estado cletrénico fundamental.

A oemigsdo de fluorcecénclia ocorre quando o fdéton inci-
dente ¢ complotamonte absorvide o o sistoema trasforido para um certo
estado excltade tal que somente depols de um certo intervalo de tempo
docai a varios ostadoz do monor onorgia. Desta forma vomos quo a
fluorescéncia ocorre somentc para ae frequéncias de absorc¢3o.

A figura 21 (rof. /79) mostra os ospectros do omiss¥o
fluorcscente de solug%o aquosa de Hp, HpD ¢ DHE, sBobre excltag@io om

A =405 nm. Unma diferenga marcante nas intensidades de fluorescénela
cntre o Hp ¢ o DHE & obmervada (um fator de quatro). lIsto se deve »o

fato do quo, om soluc¥o, o DHE tom uma corta quantidado de compostos

agregados n¥o fluorescentes.

s
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FIGURA 2i- Espectros de emiss3o fluorescente de solucglo aquoga de
(a) Hp , (b)Y HpD e (c) DHE , 1,25 ng/ml sobre excltagdo em

A = 405 nm.

Ag figuras 22-27 mostram og equctroa de emise¥o fluo-
rescente de solug¥o aquosa do HpA de concentraglio 1,25 u g/ml. A va-
riacdo does espectros de cmiss¥o fluorescente exclitados com 3 = 405 nm

e ) ~ 396 nm sugore a prescenc¢a de mais do que um eespdcie molecular
com propriedades cspectrals diferentes, e mostra a Instabilidade dos

compostos em solugBo, onde hd formac%fo o aniquilamento de algumas por-

firinas. (- = = X105 nm, o ( )X396 nn.
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FIGURA 22~ Espectro de fluorescéncla de solug¥o aquosa do HpA, de pre-

paro recentoe,
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FIGURA 23- Espectro de fluorcscéncia de scoluglo aquosa de HpA,

depols da preparagio.
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FIGURA 24~ Espoctro deo fluorescéncla de solugBo aquosa de HpA, 2 dias

depois da preparaglo.
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FIGURA 25- Espectro de fluorescéncla deo solucde aquosa de HpA, 3 dianm

depols da preparacgio.
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FIGURA 26~ Espoctro de fluorcscéncla de solucHo aquosa de HpA, 4 dtas

depoie da preparaglo da soluglo.
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FIGURA 27~ Espectro do fluorescéneclia do soluc¥o agquosa do HpA, 5 dlasz

depols da preparac¢Ho.
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Sc compararmog os ospoctros (A) o (B) da figura 28, roo-
pectivament.e cspectros de absor¢¥o ultra-violeta-visfvel ¢ de excita~
¢do de fluoresc@ncla ( com comprimento do onda de emlsefo fixade eom

A = 614 nm, que corresponde a0 mdximo de emies¥o fluorcocente) de
solug3o aquosa do HpA, voromos que grande parte do lado azul da banda
de Soret n¥o excita fluorescéncia. Esta regtfio corresponde a abuorgio
por espécles moleculares n¥o fluoreacentes, ou pouco fluorescentes.
Segundo a literatura (ref. 80), o componcnte pouco fluoreccente da HpA

4 o DHE.

0,78 | (A) (B)
-, 50 F
o
:; 13
0,5 - -~

)

e m

U o .

= ’ o

g 1

A ]

H 0

Q o

0 H

—g 0
5
—
[

| 1 i ] | |
250 300 350 400 500 600 X (nm) 300 400 500

A (nm)

FIGURA 28- Espectros de goluglio aquosa de HpA 1,25 U g/m]l de preparo

recente. (A)~ Espectro de abeor¢fo. (B)- Eepectro de excitagBo do
f'luorescéncia, com comprlmento de onda de cmips¥o fixado eom A - 614

nm.
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U= ospoctros deo fluorescénela das solugBee de Hp em dci-

do acético ¢ acetona, foram registradogs com comprimento de onda de ex-

cltag3o dos lagors de argbnio o criptdnio, também usados para obtongio
dos possnfveis cepectros Raman e Raman Ressonante. S¥o elcs: A ~188,0
ﬁm, 2 = 514,5nm o A = 568,2 nm.

As figuras 30-35 mosiram a fluoresc&éncia accntuada na
regidoc do vermelho de todas az soclugBea. Um aumentc da ordom de 2 na

intensidade de fluorescéncia ¢ observado quando a solugio de Bp em
acldo acético ¢ estocada por 30 dias (figs. 30 ¢ 32), o que ndoc & ob-

servado no caso da acetona (figse.33 e 35).

60 -
50 |-
i AN A
40 AV g
| i

: H

20

20

FLUQRESCENCIA (u.a.)

FIGURA 29- Espectros de fluorescéncia de soluglo do Hp em dcido acdéti-
co 1.107 % M, obtidos excitando-se com: (=) A =~ 488,0 nm, (--=-)A =

514,5 nm ¢ (....) A +568,2 nm.

L
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FIGRA M- Espectros de fluorescénciz de solugio de Hp ew dcido acético
LAE® B, obtidos ewcitandorse con: L)X = 4E8H wm, 6o ASiAS | !
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- FIGURA 31~ Espectros de fluorescéncia de solusn de Ko em dcido acético
{40 K.{depols de 34 dias da preparacio), cbtides excitando-se com:
{eaeed X = 480,86 qn, t~==) Az 5145 nm & (=) Az 568,2 nu.
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FIGURA 32- Espcctros de fluoresc8ncla do sofucﬁo de Hp om acctona

1.10°"* N, obtidos cxcltando~se com: (— ) A - 488,0 nm, {(~---) A =
514, 5 nm e (....)X568,2 nm.
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FIGURA 33~ Espectros de fluorescéncia de soluc¥o de Hp em acctona
1.10 " M, obtidos cxcltando-sc com : (....) A ~ 488,0 nm, ( —)

A = 514,5 nm @ (-~--) X = 568,2 nnm.
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FIGURA 34- Egpectroa de fluoresc8ncta de solug8o de Hp om acetona

1.107° M ( 7 dias da preparag¥o), obtidos excitando-se com: ( —= )
A = 488,0 nm, (....) A = 5145 nmc (———-) * = 568,2 nm.

As figuras 36-38 reprepentam ecspectros de oxcitacfio de
fluoroscéncia com comprimento do onda do emissZio fixado em ) —~ 624nm.

Para o cago da hematoporfirina em acctona (fig. 36), este & o compri-
wonto de onda do mdxima fluorescdnecia o tom alta afinidade com o oes-
pectro de absorc¢¥o da mesma amostra (fig.18). As figuras 37 e 38 eoxi-
bem um pico na rogi¥%o de ) = 665nm quo n¥o 6 obaservado nos ospectros

dc absorc¥o destas amostras.
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FIGURA 35~ Especctro do oxcitaglo do fluorescéncia de solugdo de Hp om

4cido acético 1.10° M, com comprimento de onda de emisa¥o fixado em

A= 524 nm.
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FIGURA 36- Espcctro de emissBo de fluoresc8ncia de solu¢Bo

de

Hp em

-4
acetona 1,10 M, com comprimento de onda dc cmisoBo fixade em 623 nm.
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FIGURA 37~ Espoctro de excitag¥o de fluoresc&ncia de golug¥o de Hp om
~6
fcido acético 1.10 M, com comprimento de onda de ¢miss¥o fixado om

A = 622 nnm.
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S.4- RAMAN E RAMAN RESSONANTE

A tcoria do cegpalhamento Raman tem sido citada iInmdimeras
vozos om outras dissortagdoes o teses (o0.g.: rofs. BL, 82, B3 ¢ 84) ¢
uma vez gque ndo ¢ objetiveo deste trabalho repeti-las, apresentaremos
aponas alguna concoltos bésicos onvelvidos no ofelto Raman.

Quando um féton & completahente absorvido ou emitido es-
pontancamente, como na abgor¢io viglfvel, ultra-violota, infravermel ho
normal ou na cgpectroscopla de cmiss¥o, a frequéncia da radla¢3o inct-
donto ostd om resson2nclia com a froqudnclia de transi¢¥o de nfvelsg de
energia da moldécula durante o proccgso. Neste caso, s%o cnvolvidos
nf{vols rcals do gistoma fisico om ostudo. Existe ontretanto a proba-
bilidade de ocorréncia de um fenbmeno fisico Sptico, onde n3o hd& en-
volvimonto dos nfvoels roais do gistoma. O efoito Raman 6 um oxcmplo
destoe fonSmono.

Quando um fdéton incide cm um odildo, lfquido ou gdz, hdé
a probabilidadoe dosto Féton sor ozspalhado em uma corta dirog¥o com a
mcama encrgla que incidju, isto &, eppalhado clasticamcnte (Espalha-
monto Rayleigh). Da mesma forma, hd também a probalidado do haver um
cgpalhamncento com cnergla supcerior ou Inferior 3 cnergia incidente,
constituindo as chamadas iinhas anti-Stokes o Stokes do ocspalhamento

Raman (fig. 38).
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FIGURA 38- Magrama dos diforontos bipos do oupalhamento possfvels.

Como & temperatura ambliente, & mulor parte dug moldoulas

do uma amostra ogbtd no geou ostado fundamontal (vibracional mals baixo

v & OYe a6 um pequena fraglio ealtd om algum cstado excitadolus  1inhao

Raman Stokes de um deteorminado egpoctro sdo mais intensas que as |-

nhag Raman ant.i-Stokeg, 0O surgimento de )inhasg Raman nio  rcocggonasnto
indeopondo da froquéncia da radlag¢¥o incidonto,

0 efeito Raman Rensonante ocorre quando uma moldcula &
oxcltada por uma radlagio cuja frequdncta se  aproxima  bastante ou
coincide com o valor da froqﬁ&ncia de uma Llranasi¢lo clebrénica  desla
moldculia. Foba frequéncta ¢ obtida atravds do  espectro de  absorgio
ultra-vieleta viafvel da amostra. A principal caracterfetica do  cn-
pectro Raman Rosgonanto reside na intonzificaclo don‘picou Raman. Pa-
ra previnir calor excesnjco, efelton do  interaglio o  asbgorglo pola
anostra & noceosidrio o uizo de biaixas concentragSes (1.107° S
1.10-6n>. Nestes cusos o curacterfstica de intensiflcagfio dog  picos

Ramnn 6 multo importante.
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Além digto, hd um forte compromizen entre a concontragiin
e a formac¥o de agreogados moloculares. Assim, para agseogurar a  oxis-
tBncia do mon8moro, ¢ neceszirto so usar nolugBeos do concontragBeos mo-
noreas que 1.107° M. Desta forma, somente o copoctro Raman  Reooonante
.podorla fornocer Informag¢Bos claraz a respelto do nossa amostra,

A hematoporfirina ¢ um melo altamente  wbsorvedor ¢ um
forto calor local causa a sua docomposi¢i¥o térmica, lovando a precipl -
tuclo do produto decomposto no fundo da célula. isto reduz  drastica-
mento a poténcla do felxoe laser quo atravessa o fundo da célula, pro-
duzindo pontos luminosos Inteneos, dificultande muito a  obitengZio dog
ogpoctros.

Com o9 cspcclrop de sbporglo dus solugBcs de Hp om dcido
acdtico ¢ acotona (flgs 14-19) pudemos localizar au froquéneclas de
resgondncia, © com os cppectros de fluorcecéncla {(figs. 29-37) locall-
Zzamos o3 plcos do omtzalo das solugSos,

Excitando-gc amostras do dcido acdético 100% ¢ acctona
100X com A= 514,5nm o A = 488,0 nm, obtivomos oz ogpoctros Raman
destes solventes. Ag linhus observadas concordam com a literatura
(rofs 85 © 86 roaspoctlvameonto).

A figura 39 aprcocnta os cgpectros Raman do dcido acédti-

-1 -1 -1

co. Us plcos Raman oot¥o localizados & 147 cm , 625 cm  , 8Y5 cm '
-1 -1 -1 -1 -1 -1
101 cm , 1280 cm , 1280 cm , 1367 cm , 1433 cm , 1672 cm , 1700
-1 -1 -1 ~1
cm , 1720 cm , 1760 cm o 2912 cm .,

A figura 40 aprcucnta og cgpcciroz Raman da acctona. Us
plcos Raman ost¥o locallzados 3 392 cm !, 492 em!, 531 cm!, 784 cm!

-l -1 -1 -1 -1 -1
. 1067 cm , 1220 cm , 1380 cm , 1425 cm , 1705 cm , 2700 <c¢m .

i -1 -1
2841 cm , 2920 cm o 3002 cm .
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FIGURA 39- Egpeoctro Raman de 4dcldo acético glacial.
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A figura 41 oxibo o ospectro dptico do cmiss¥o de solu-
¢%0 do hematoporfirina ¢m dcido wcético 1.10°" M, recém colocada na
célula, o oxcitada com A - 568,2 nm, o a figura 42 exibe o cspectro

——

de solug¥o do hemutoporfirina om dcido wncético 1.10 ¢ M, excitada com

A = 514,95 nm, dopolus do tor pormanocido algum tompo sob a luz do la-
fior,
] '[1
:_J- 1 ol -
e =
i i . =
!. . ._,‘
| ' :
i :
L] J W | |:
.||
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FIGURA 41- Espcctro dc cmfssBio do soluclio de Hp om &cido acéttco

1.10 * M. Excitoclio em A - 568,2 nm.



t" “Hﬁ%%&ﬂ : 75}?"

Wb
g I T el r"’ﬂwhu.m-um
:;_i'_“m-ahsaso _T;jkp§"”;;flf" 'J?Sﬁ"""' 2600 . Tew -l
SR _"*:f TR A L

1
- W TR, ol o e

FIGURA 42- Ecpoctro de omlss¥o do wsolug¥o do Hp om dcido acdtico

-

3
1.10 M. Excitagio em * : 514,5 nm.

Podeomog obscrvar que ag bundas de cmise¥o s3¢ bem  lar-
gaiz, ¢ nio wo ropoetom nas mosmas posicBos nos dolw ospoctroy, mostran-
do quc nlo aparccem plcos Raman do soluto (hematoporfirina). _A banda
mals intensa na figura 41, locallzada om ¥ 1050 cm™1, ropresonta uma
rupcrpogicdo do plco Raman do smolvente = 1015 cﬁ-l(Fig. 39) ¢ prin-
cipalmonto da banda do fluorescSncia om ) = 608 nm (1152 cm ). As

350 cm

45

bandas mcnos Intensas em -~ 1750 cm  ( A ~ 630 nm) ¢ =
A= 655 nm) ropregontam ag outras bandas do fluoroeopcéncia da amostra,
obzervadag na figura 29, A banda larga da flgura 42 representa a  su-
perpozsi¢3o do plco Raman mals intenso do solveonte, . 29142 cmn-1 {(fig
39), c da banda mais intcnsa de fluorescéncia cm ‘42 T B0B nm  ( Z98H
(:m--1 ), obzgorvada na figura 249,

U copeciro de cmissdo do goluglo de  hematoporfirina com
acotona 1.ld-k M, oxcltando-uo com A 914,5 nm, ostd represontado

-1 -1 1
nag figurass 13 ( até 1500 cm ) ¢ 11 ( de 1600 cm até 4400 cm ).
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FIGURA 43~ Espoctro do omlsslo do solug3o de Hp em acetona 1.10 " M.

Excltacl3o omA = 511,95 nm.

FIGURA 44- Espcctro dc cmigs¥e do goluglio de Hp em acctona 1.10 -4+ N,

Fxcitacfio em 2 = 514,5 nm.
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O plco obomeorvado na figura 43 om 784 cml , & o sogun-

do pico Ramuan mals intonso do solvente (f1g.40). Na figura 414 obser-

vamos dois pronunclamontos respeoct ivamento em = 2910 cm' o 3370 cm.
0 primeiro sc¢ refeore vo pico Ruman mais intenso do solvente (fig. 410},
¢ o sogundo, 3 localizaglo mals intonza do Fluorozcénelia (

flg. 32)
Ar 622 nm (3370 cm | ).

FIGURA 45- Espcctiro de omleslio do solugfio do Hp om acctona 1.10° K.

FxcitagBo em A : 488,0 nm.



Na figura 45 obsorvamos o ogpectro de cmissio de golugio

de hematoporfiring om acctona 1.16" M, obtido cxcitando-pe o amootra
com } = 183,0 nm. Nosto ospoctro obsorvamos om 4415 c;l { A 620
nm, fig. 32), o mcsmo pico de fluorcecéncta observado na figura ante-
rior (442.

Nossos cspectros de omissfo n¥o concordam com aqucics da
unica rofordncla que trata do ofcito Raman o Raman Rogsonantce da homa-

toporfirina (ref. 87). A figura 46 (figura 02 da rcf. 87) cxlbec o co-

poctro Raman Rossonante , n3co polarizado, do solu¢So aguogsa de Hp pu-

rificada, om acetona 1.10 * M. Esta mcoma referéncia apreogconta também
ag froquéncias caractor{sticas do ospoctro Raman Rossonanto do solugl¥o
do hcematoporfirina em dcido acdético 1.10% M, obtida com oz difcrenten
comprimentoa do onda deo oxclta¢lo provoniontes do laser de argdnio,
ficm entrctunto oxibir scu perfil. Estas frequéncias s¥o atribufdas a
dotorminadaz vibra¢dos do ancl pirrdlico, com o auxflio do uma tabela

de frequénclus Raman caracteristicas dc compostos orgfinicos (ref. 88).

1250 750 : 250 O

FIGURA 4b- Eszpecctro Raman Rossonanto do solu¢lio do Hp om acotona

1.10° " K. (rof. 87).

z
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A tabela 07 exibe oz dadou indlcados na ref, 87 ¢ ad

froeguénclus Ruman do dcjdo acdtico o ucctona que determinamos ( con-

firmadas na litoratural.
FREQUENCI1AS
RAMAN RESSONANTE (cm ~ ! ) (rcf. 87) RAMAN DO SOLVENTE (em ' )
solugldo de Hp 1.107" M om: dcido acdtico
113 147
540
615 25
1090
solugdo do Hp 1.10 “H om: acetona
190 142
536 331
619
1094 1067

) S e L gt i mal ml W W W e B M BN R A L W B ATE S N MW M A e AT BN MW A A M R A AR LN A ANl AN s W A R W Em e s

TABELA 07- Comparaglo das freogquéngias atribufdas a plcos Raman da  he-

matoporfirina ¢ dog plcop Ruman dos sgolventcs usodos
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Em nossas modidaz dos vspoctrosz Roaman ¢ luminegsc8ncla
tivemos sérlos probloemag com a degradacto da amootra, como quecda bruo-
ca do sinal por alguna Instantos o diminulg¢¥o lenta da lntensldﬁdo do
final, obscrvado com © tempo de oxpoeligBio da omostra & luz. Egta de-
gradac¢do podoeria sor minimtzada so utllizdssomos acossdérios mals indl-
cadog pura a realizaglio da montagem das medidas Spticas com laser, co-
mo uma cdlula rotativa rofrigorada (ref. 8Y).

A andlipe doo cgpoctros deo cmiss¥o obtidos ¢ dificultada

pela ocorrdncia dosta dogradac¥Bo n¥o controlada, o pela proximidado

das linhas Raman do solvente ¢ linhas Ramasn Ressonante citadas na reo-
foréncta 87, AlSdm disso, om nossoz oxperimontos doparamos scompro  com
n preeenga do bandas de comiss¥o fluorescente na regi®io de cstudo.,

Tudo isto diflculta a idontificag¥o definitiva doz og-

pect.ros Raman registrados.
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CORCLUSAGC

Ao plancjur a proeente dissertagBo peonsdvamos gquc, com
razodvel caforg¢o podorfamos nos ater ao ostudo das propricdadesz &pti -
cas da hemaloporfirina ¢ alguns de scus derivados, que por sl g6 re-
prosconta um sistoma fslico dfgne de ostudo: o olevado numeoro de cons-
Ltituintes das moldculas deo cuda derivadeo: a varicdade de derivados quo
mantdm ontro gi cortas somelhangas ffelcas o quimicas, bcem como a
exteténcia de um razodvel nidmero de propricdades fisicas da drca épti-
ca, cortamonto propiclam ostudos oxtensivos, enriqueocendo o acerve do
conhecimentos fioicos.

Entrctanto, nosso contucto com a drca mé&dica nos leovou a
redimongionar o ostudo, n¥o somonto pelo valor soclal que a Terapila Fo
todin8micy de Cancer (PDT) roproscnta, mag também pelo campe do  pen-
quisa ffalca quo se abriu rocentemente noste asgounto.,

Podemog ontiio resumir como conclus®cs do estudo documen-—
tado aqul, duas afirmativag, a sabor:

12~ A PDT ¢ um procecsso Ffeico-Qufmico-Bioldgico baseado
em conceltos c principtos estritamente cientfficos. Embora os rcsul-
tados préticos parogam do cunho ascnsacionalista, a terapia, bem con-
duzida, ¢ rcalmente uma podcrﬁaa arma no combatc ao clncer. Devido ao
sou caractor Interdisciplinar, & aconsclhavel que a implantac3o om nos-
80 pafe, a cxemplo do outros centros, peja felta com a particlpagio,
alédm do mdédicos, deo flsicos o qufimicos com oxporiéncla no asgunto.

2t~ Dctondo-ge agora ao ponto de visto figslico do traba-
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lho, principalmonte daa proprlodadosldptlcnu da hemustoporfirina (Hp) o
de gpecup derivados, verificamos que hd muito o ser felito. A noooa
principal contribul¢3o roecal na diuvida lancads o discutida sobre o cog-
pectro Raman publicado da hematoporfirina.

A primolra concliuso 6. sutooxplicativa o© justifica o
culdado que tivemos cm levantar os dadogs histdéricos, © cuidado quc ti-
voemos om conzultar fontos bibliogréficas dignas do crdédito ¢ a felic!-
dadc que tivemos om  conseguir cntusiasmar profissionaioc de  outras
drcag, quo nos doram subsidlos para ontender o procosso ”In  totum”.
Acrcditumos que nogso trabalho possa scervir de bape para a implantagio
dofinitiva da PDT no Hospital daz Clinicag da UNICAMP.

Complicando um pouco mals, © nosgso slstoma ¢ do uma go -
lugilio onde @ individualidade solvente-soluto ¢ mantida dentro dc  cer-
toz limites. Comparando-s© 08 nossos rosultados Raman do sclvonto pu-
roe com o da solugfo, chcgumos a conclus¥o de que linhas anteriormente
.publicadas como proveoniontes da homatoporfirina, s3%o na realldade, 11t -
nhas do solvente,

Como todo trabalho ploneire cm um dado campo dificiimen-
to podo sor congidorado comploto, cossa digsortag3o também n¥o o 6.
Deixando-se de lado as limitagBcs )aboratoriais de nosso meio, sugeri-
mos como continuag¢¥o deo trabalho, o aprovelitamento, pela 4rca médica,
da oxperiéncia acumulada na preparagfo da subst8nctia adequada © na de-
torminac3o da doso do radiag3o lazor. Na droa da Fislica, o mals imo-
diato scria o tentativa de obter o cspectro Reman utilizando-se uma
célula rotativa, possivelmente refrigerada, om condig®es ideals de
concentragdo das poluglBes om cstudo o poténceia de cxcitagHo, prcfe-

ronclialmonto com o uso do um sistoma laser de argdnio ¢ lager de co-
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rantoe (sintonizdvel).
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