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Resumo - Algumas técnicas de diagndstico vém sendo utilizadas na identificacdo de ateromas tais como,
arterioscopia utilizando Raios-X, ultrassom, ressonancia magnética e, mais recentemente, o Diagnostico
Fotodindmico (DFD) que associado a Terapia Fotodinamica (TFD) permite a identificagcdo e tratamento do
ateroma. Neste trabalho foram realizados estudos comparativos, utilizando Cloroaluminio ftalocianina (AlPc)
e Zinco ftalocianina (ZnPc) como marcadores para avaliar a absor¢cao dos mesmos pelas paredes da artéria
iliaca de oito coelhos machos da raca Norfolk, através da espectroscopia de fluorescéncia. Durante a
absorcdo da droga pela parede da artéria foi analisada a intensidade dos picos de fluorescéncia de 675 nm
para AlPc e ZnPc. Esse trabalho é uma etapa precedente para o diagnéstico in vivo de placas
ateromatosas, provocando a aterosclerose, doenca que acomete um grande ndmero de pessoas e, pode

levar a graves problemas cardiacos e coronarios.

Palavras-chave: espectroscopia de fluorescéncia, parede arterial, diagndstico, ftalocianinas

Area do Conhecimento: Ciéncias da Salde
Introducéo

Uma das técnicas que vem ganhando forca na
analise de diferentes tipos de tecido é a
espectroscopia de fluorescéncia induzida por
Laser, pois apresenta-se bastante promissora na
diferenciacdo entre tecidos normais e patolégicos
[1, 2, 3, 4].

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia
baseia-se na excitacdo da amostra por radiacéo
em comprimentos de onda curtos (ultra violeta e
visivel) e a observagéo da resposta luminescente
da amostra em comprimentos de onda longos
(visivel). A identificacdo dos tecidos baseia-se na
determinacdo das diferencas espectrais entre
fluor6foros presentes nos tecidos normais e
displésicos. Essa técnica vem sendo usada como
método de diagnéstico de aterosclerose [3],
displasias de coélon [1, 5, 6], no cancer de esbdfago
[7, 8, 9] e alguns tipos de céncer do pulmio e
bexiga [9].

Os fotossensibilizantes estdo disponiveis numa
forma relativamente pura e sdo bem apropriados
para estudos que buscam avaliar como a
hidrofobicidade de um corante influencia sua
absorcdo celular; sua retencéo, e a eficiéncia de
sua fotossensibilizacdo. Agregacao em células é
outro fator passivel de estudo com tal série de
corantes [10].

Estudos recentes trazem andlises quantitativas
da localizacdo de fotossensibilizantes [11 e 12].
Como a maioria dos agentes fotossensibilizantes
apresenta emissdo de fluorescéncia, pode-se

determinar a localizacdo da droga no tecido
através de microscopia de fluorescéncia [11].

O objetivo deste trabalho foi determinar a
fluorescéncia da AlPc e ZnPc , quando absorvida
pela parede da artéria iliaca de coelhos como
etapa precedente para o diagnéstico in vivo de
placas ateromatosas, provocando a aterosclerose,
doenca que acomete um grande numero de
pessoas e, pode levar a graves problemas
cardiacos e coronarios.

Materiais e Métodos

A técnica transadiventicia utilizada neste
experimento baseia-se na administracdo intra-
artérial local de uma determinada droga que, ao
ser excitada por uma radiacdo na regido do
ultravioleta, emite fluorescéncia, sendo esta
radiacdo coletada através da parede da artéria
sem invasdo. Neste caso, buscou-se verificar entre
as drogas AlPc e ZnPc, qual das duas
apresentaria maior absorcdo pela parede da
artéria iliaca, visando futura aplicacdo da terapia
fotodindmica. A determinagéo da absor¢céo destas
drogas pela parede arterial iliaca foi realizada
através da medida da intensidade de fluorescéncia
emitida pela droga. Neste caso, a regido contendo
a droga foi irradiada com um laser emitindo
radiacdo em 382 nm, sendo em seguida sua
fluorescéncia coletada. A excitacdo da regido e a
coleta da fluorescéncia foi realizada através da
utilizacdo de um cateter de fibras Opticas na
configuracdo “6 em torno 1" [13].
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Foram utilizados 8 coelhos machos da raca
Norfolk pesando entre 3,0 e 3,5 Kg cada. A artéria
iliaca foi dissecada e isolada, sendo clampeada
em dois pontos, Figura 1, utilizando fio de sutura
catgut 3.0 (Johnson &Johnson) com um né
simples e distancia de 1,5 cm entre eles.
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Figura 1 — Esquema de clampeamento da artéria.

A excitacdo da droga foi realizada utilizando um
laser de corante (Exalite 384) bombeado por um
laser de nitrogénio emitindo radiacdo em 382 nm.
Este sistema, cujo esquema é apresentado na
Figura 2, esta integrado a um espectrofluorimetro
descrito por Zangaro et al. [14]. Apés a coleta da
fluorescéncia, o cateter conduz esta até um
espectrografo  (Chromex Imaging Spectrograph
Model 2500) que a dispersa em frequiéncias. Apés
a dispersdo da luz, a deteccédo € realizada com o
auxilio de um CCD (1024x256 pixels).
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Figura 2 —Sistema de coleta de fluorescéncia
Resultados

O espectro de fluorescéncia da artéria iliaca

clampeada, sem a presenca das drogas
fluorescentes, é apresentada na Figura 3.
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Figura 3 — Espectro de Fluorescéncia da artéria
iliaca de coelho.

As Figuras 4 e 5 apresentam os picos de
fluorescéncia da AlPc e ZnPc, respectivamente,
obtidos antes das drogas serem injetadas nas
artérias. Essas medidas fornecem a intensidade
de fluorescéncia das ftalocianinas.
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Figura 4 — Espectro de Fluorescéncia da AlPc com
concentracao de 5 mM.
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Figura 5 - Espectro de Fluorescéncia da ZnPc com
concentracao de 5 mM.

As Figuras de 6 a 11 apresentam, o sinal de
fluorescéncia para a AlPc e ZnPc nas regides A, B
e C da artéria (conforme apresentado na Figura 1),
para os tempos t=0 e t= 10 minutos com fluxo
sangiineo interrompido e t=0 e t=10minutos apés
a liberagéo do fluxo sanglineo
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Figura 6 — Espectro da artéria na regido A, apos
aplicacdo de AlPc.
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Figura 7 - Espectro da artéria na regido A, apos
aplicacdo de ZnPc.
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Figura 8 — Espectro da artéria na regido B, apos
aplicacdo de AlPc.
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Figura 9 — Espectro da artéria na regidao B, apos
aplicacéo de ZnPc.
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Figura 10 — Espectro da artéria na regido C, ap6s
aplicacdo de AlPc.
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Figura 11 — Espectro da artéria na regido C, apos
aplicacéo de ZnPc.

Discusséao

O espectro apresentado na Figura 3 permite
verificar que a artéria iliaca ndo apresenta picos de
fluorescéncia na regido escolhida para analise
pela técnica transadventicia.

Percebe-se que na regido B de confinamento
da droga houve aumento da taxa de concentracdo
do corante na parede da artéria com evolugao
temporal. Apés a retirada do fio de sutura observa-
se uma tendéncia a estabilizacado da concentracao
dos corantes na parede da artéria, independente
do tempo.

As intensidades relativas de fluorescéncia séo
comparaveis entre as regides A, B e C estudadas,
demonstrando a ocorréncia de difusdo das drogas
mesmo com a constricdo do vaso. Esta difusédo
pode tanto ocorrer devido a falha no processo de
constricdo, quanto pelo préprio tecido da parede
do vaso.

Outro aspecto importante a ser observado é
que, nos casos de fluxo interrompido para as
regides A, B e C, 0 ZnPc apresenta aumento do
sinal de fluorescéncia, fato ndo observado com
AlPc. Este fenbmeno pode ser explicado pela
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menor solubilidade apresentada pela ZnPc,
fazendo com que durante o processo de difusdo o
maior adensamento desta estrutura dificulte sua
penetracdo nos tecidos, mantendo-se em maior
concentracdo junto a superficie interna do vaso.

Nas regibes A e C as drogas AlPc e ZnPc
apresentam comportamento semelhante, nota-se
no tempo zero, tanto para fluxo interrompido como
para fluxo liberado, uma tendéncia de decaimento
do sinal de fluorescéncia. Este comportamento
pode ser considerado normal uma vez que a
difusdo da droga age sobre sua concentracéo
reduzindo o sinal de fluorescéncia.

O sinal para ZnPc é longo enquanto o sangue
com a droga é estancado, decrescendo fortemente
apos o clamp ser removido. O sinal fora da area
clampeada é sempre pequeno e a média da
absorcdo de ZnPc pela parede da artéria é
pequena e quase nao héa difusdo ao longo desta.

O comportamento € bem diferente para AlPc. O
sinal de fluorescéncia dentro do clamp decai
ligeiramente quando o fluxo sanglineo ¢é
reiniciado. Ao mesmo tempo o sinal de fora da
area clampeada aumenta com o tempo, e quando
a droga € removida do sangue o sinal de
fluorescéncia é inferior para AlPc vindo
principalmente da absor¢cdo da droga pelas
paredes arteriais e também a difusdo da droga é
grande ao longo do tecido.

Conclusao

Pode-se concluir que utilizando a técnica
transadventicia é possivel detectar a radiagao
fluorescente emitida pela droga
fotossensibilizante, apds a absor¢do da droga na
parede da artéria iliaca de coelhos.

As drogas fotossensibilizadoras AlPc e ZnPc
utilizadas apresentaram-se basicamente com o
mesmo  comportamento, emitindo radiacdo
fluorescente na regido de 675 nm.

Verificou-se, também, que a AlPc tem maior
lipossolubilidade que a ZnPc, e que a AlPc
apresentou um pico de fluorescéncia maior que a
ZnPc. Isto se deve ao foto desta droga ser menos
solivel e por isto agrega-se mais, portanto
apresenta concentracdo mais alta em alguns
locais. Sendo assim, comprovou-se que a AlPc se
apresenta com um comportamento mais adequado
para estudos de fluorescéncia utilizando drogas
fotossensibilizantes.
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