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Resumo

Os dispositivos médicos invasivos sao amplamente utilizados em diversas especialidades
meédicas, sendo essenciais na prevencao, diagndstico e tratamento de doencas.

O aparecimento da capsula endoscépica (CE) veio revolucionar totalmente a endoscopia
digestiva uma vez que permite a realizacao de um exame indolor, sem administracao de anestesia
e a visualizacao de todo o trato gastrointestinal, o que nao acontece na endoscopia convencional.
No entanto, apresenta ainda algumas limitacdes, como a incapacidade de realizar terapia. A
integracdo de técnicas de terapia na CE é um avanco importante para a nova geracdo de CEs
terapéuticas.

Esta tese de doutoramento representa os primeiros passos para a integracao de duas
modalidades terapéuticas na CE: a terapéutica fotodinamica (TFD) e o plasma de argon neutro
(PAN). A TFD utiliza um agente fotossensivel e luz com um comprimento de onda especifico para
destruir células tumorais. O agente fotossensivel ¢ ativado pela luz, produzindo espécies de
oxigénio reativo que exercem uma atividade citotdxica sobre as células tumorais. O PAN permite a
coagulacédo de tecidos através de um fluxo eletricamente neutro de gas ionizado (argon). Uma
baixa tensao elétrica ioniza o argon, produzindo um plasma de alta energia eletricamente neutro.

Foram realizados ensaios experimentais /7 vitro em duas linhas celulares do carcinoma
colorretal humano, RKO e HCT-15, para avaliar o efeito da TFD mediada pelo mTHPC. Nestes
ensaios foram utilizadas concentracdes de mTHPC de 0.5, 1, 5 e 10 ug/ml e fluéncias de luz de
2.5, 5e 10 J/cm?, a uma taxa de fluéncia de luz de 11 mW/cmez. Construiu-se uma fonte de luz
vermelha a 653 nm para ativacdo do mTHPC. Uma concentracdo de mTHPC de 1-5 pug/ml e uma
fluéncia de luz de 2.5 J/cm? levaram aos melhores resultados experimentais. Demonstrou-se que
a iluminacao a baixa fluéncia de luz e taxa de fluéncia de luz leva a uma boa resposta fotodinamica.

Foi projetado, simulado e fabricado um pequeno reservatério de argon para integrar na
CE. Este reservatodrio foi projetado para fornecer o fluxo de argon necessario para a realizacdo da
técnica de PAN durante um curto tempo de tratamento (1-3 segundos). As simulacdes foram
realizadas para estudar o comportamento estrutural do reservatorio e prever a sua espessura
minima para suportar 7 bar de pressao. A microfundicao assistida a vacuo demonstrou ser um
processo de manufatura eficiente no fabrico de um pequeno reservatorio de paredes finas. Foram
realizados testes experimentais de pressdo em trés reservatorios de diferentes espessuras. Os
resultados experimentais revelaram que um reservatdrio de aluminio com uma espessura de

367 um € capaz de suportar 7 bar de pressao interna.

vii



viii



Abstract

Invasive medical devices are widely used in various medical domains, being essential in
the prevention, diagnosis and treatment of diseases.

The appearance of endoscopic capsule (EC) has completely revolutionized the digestive
endoscopy, since it allows a painless examination, without administration of anesthesia and
visualization of the entire gastrointestinal tract, which does not happen in conventional endoscopy.
However, the EC has some limitations, such as the inability of performing therapy. The integration
of therapy techniques into the EC is an important breakthrough for the new generation of
therapeutic ECs.

This PhD thesis represents the first steps towards integration of two therapeutic modalities
in EC: photodynamic therapy (PDT) and neutral argon plasma (NAP). The PDT uses a
photosensitizer and light with specific wavelength to destroy tumor cells. The photosensitizer is
activated by light, producing reactive oxygen species which exert cytotoxic activity on tumor cells.
The NAP allows the coagulation of tissues through an electrically neutral jet of ionized gas (argon).
A low-power voltage ionizes the argon gas, thereby producing electrically neutral, high-energy argon
plasma.

In vitro experimental assays were performed on two human colorectal carcinoma cell lines,
RKO and HCT-15, to evaluate the effect of mTHPC-mediated PDT. In these assays, mTHPC
concentrations of 0.5, 1, 5 e 10 pg/ml and light fluences of 2.5, 5 e 10 J/cm? at 11 mW/cm:of
light fluence rate were used. A red light source at 653 nm was assembled for mTHPC activation.
A mTHPC concentration of 1-5 pg/ml and light fluence of 2.5 J/cm? led to the best experimental
results. It has been shown that illumination at low light fluence and light fluence rate leads to a
good photodynamic response.

A small argon reservoir was designed, simulated and made for integration into the EC. This
reservoir was designed to provide the argon flow needed to perform the NAP technique during a
short treatment time (1 — 3 seconds). The numerical simulations were performed to study the
structural behavior of the reservoir and to predict its minimum thickness to withstand 7 bar of
pressure. Microcasting assisted by vacuum technique shown to be an efficient manufacturing
process for the fabrication of a small and thin-walled argon reservoir. Experimental pressure tests
were carried out on three reservoirs with different thicknesses. The experimental results revealed
that an aluminum reservoir with a thickness of 367 um is capable of withstanding 7 bar of internal

pressure.
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1 Introducao

0 termo “dispositivo médico” abrange uma vasta gama de equipamentos, desde uma
simples espatula até aos equipamentos médicos computorizados altamente sofisticados. Tal como
0s medicamentos, os dispositivos médicos sdo essenciais para o tratamento dos doentes. Com a
inovacao e o rapido avanco da tecnologia, os dispositivos médicos sao atualmente uma das
industrias que mais crescem em todo 0 mundo.

Neste primeiro capitulo sera analisado o estado da arte dos dispositivos médicos. Os
dispositivos médicos invasivos com imagem (DIMIM) na area da gastroenterologia receberao
especial destaque, descrevendo-se a evolucao da endoscopia convencional até a capsula
endoscopica (CE) atual. Serdo abordadas as novas funcionalidades da capsula endoscopica
incluindo alguns tipos de terapia. Posteriormente & descrita a motivacao, os objetivos e a

organizacao da presente tese.

1.1 Dispositivos médicos

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), existem cerca de 2 milhdes de
dispositivos médicos diferentes em todo o mundo, categorizados em mais de 22 000 tipos de
grupos diferentes de dispositivos. Os dispositivos médicos sdo utilizados por profissionais de
salde, pacientes e por prestadores informais de cuidados médicos numa variedade de situacdes,
incluindo hospitais, clinicas e em casa. Sdo usados para diagnosticar doencas, monitorizar
tratamentos, auxiliar pessoas com deficiéncia e intervir e tratar doencas, tanto as agudas como as
cronicas. Apesar da variedade e quantidade de dispositivos médicos, muitos paises ndo tém
acesso a dispositivos e equipamentos de alta qualidade adequados as suas necessidades
epidemiologicas. Isto verifica-se particularmente nos paises em desenvolvimento, onde sdo raras
as avaliacdes das tecnologias da saude e onde existem poucos controlos de regulacdo para
prevenir a importacao ou o uso de dispositivos abaixo dos padrdes, colocando em risco a vida dos
pacientes [1].

Nos Estados Unidos da América (EUA), a definicao de dispositivo médico esta disponivel
na seccao 201(h) da Federal Food, Drug, and Cosmetic Act (FD&C Act), supervisionada pela Food
and Drug Administration (FDA). Em Portugal, a melhor forma de descrever um dispositivo médico
é utilizar a definicao da Comissao Europeia presente na diretiva europeia de dispositivos médicos,

baseada na definicao harmonizada para dispositivos médicos proposta pela Global Harmonization
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Task Force (GHTF). Atendendo a Diretiva n.° 2007/47/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho,
de 5 de setembro, relativa aos dispositivos médicos, transposta para a lei nacional pelo Decreto-Lei
n.° 145/2009, de 17 de junho, um dispositivo médico é “qualquer instrumento, aparelho,
equipamento, soffware, material ou artigo utilizado isoladamente ou em combinacao, incluindo o
software destinado pelo seu fabricante a ser utilizado especificamente para fins de diagndstico ou
terapéuticos e que seja necessario para o bom funcionamento do dispositivo médico, cujo principal
efeito pretendido no corpo humano nédo seja alcancado por meios farmacolégicos, imunolégicos
ou metabolicos, embora a sua funcdo possa ser apoiada por esses meios, destinado pelo
fabricante a ser utilizado em seres humanos para fins de: diagndstico, prevencao, controlo,
tratamento ou atenuacdo de uma doenca; diagnostico, controlo, tratamento, atenuacdo ou
compensacdo de uma lesdo ou de uma deficiéncia; estudo, substituicdo ou alteracdo da anatomia
ou de um processo fisiolégico; controlo da concecédo” [2], [3].

Pela mesma diretiva, entende-se por dispositivo médico ativo “qualquer dispositivo médico
cujo funcionamento depende de uma fonte de energia elétrica, ou outra ndo gerada diretamente
pelo corpo humano ou pela gravidade, e que atua por conversdo dessa energia, nao sendo
considerados como tal os dispositivos destinados a transmitir energia, substancias ou outros
elementos entre um dispositivo médico ativo e o doente, sem qualquer modificacdo significativa e
sendo que o software, por si sO, é considerado um dispositivo médico ativo”. Um dispositivo
médico ativo para diagnostico é um “dispositivo médico ativo utilizado, isoladamente ou em
conjunto com outros dispositivos médicos, para fornecer informacdes com vista a detecao,
diagndstico, controlo ou tratamento de estados fisioldgicos, estados de saude, doencas ou
malformacdes congénitas”. Por sua vez, um dispositivo médico ativo de caracter terapéutico é
“um dispositivo meédico ativo utilizado isoladamente ou em conjunto com outros dispositivos
médicos para manter, modificar, substituir ou restabelecer funcdes ou estruturas bioldgicas, no
ambito de um tratamento ou atenuacédo de uma doenca, lesdo ou deficiéncia” [2], [3].

Pela mesma diretiva, entende-se por dispositivo invasivo “o dispositivo que penetra parcial
ou totalmente no corpo por um orificio corporal, ou atravessando a sua superficie”. Um orificio
corporal é qualquer abertura natural do corpo (incluindo a superficie externa do globo ocular) ou
qualquer abertura artificial permanente, como um estoma. Dispositivos que nao penetram no
corpo por um orificio natural sao tratados como dispositivos invasivos do tipo cirurgico. Um
dispositivo invasivo do tipo cirtrgico € um dispositivo invasivo que “penetra no corpo por meio de

uma intervencao cirurgica ou no contexto de uma intervencao cirurgica”. Os dispositivos médicos
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implantaveis sao “dispositivos destinados a ser introduzidos totalmente no corpo humano através
de uma intervencao cirurgica e conservados no local apés a intervencao”. Sdo também
considerados dispositivos implantaveis, todos os “dispositivos destinados a ser introduzidos
parcialmente no corpo humano, mediante uma intervencao cirurgica, e conservados no local, apos
a intervencao, por um periodo néo inferior a 30 dias” [2], [3].

Quanto a duracdo, os dispositivos meédicos podem ser temporarios, quando sdo
“destinados a ser utilizados de forma continua por um periodo inferior a 60 minutos”, de curto
prazo, quando sao “utilizados de forma continua por um periodo nao superior a 30 dias” e de
longo prazo, quando sao “utilizados de forma continua por um periodo superior a 30 dias” [2],
[3].

Tanto na Europa como nos EUA, a classificacao dos dispositivos médicos depende do nivel
de risco que representam. Enquanto nos EUA, a FDA classifica os produtos individualmente, na
Europa, os produtores aplicam um conjunto de regras, disponivel no anexo IX da diretiva relativa
aos dispositivos médicos, para determinar a classe respetiva. Estas regras consideram os
potenciais riscos inerentes a utilizacdo do dispositivo médico e os possiveis incidentes relacionados
com as suas caracteristicas e/ou funcionamento, bem como a duracéo do contato do dispositivo
com o corpo humano, o grau de invasdo no corpo humano e a anatomia afetada pelo uso do

dispositivo. A Tabela 1.1 apresenta a classificacdo dos dispositivos médicos nos EUA e na Europa.

Tabela 1.1 - Classificacéo dos dispositivos médicos nos EUA e na Europa [2]-[4]

Sistema Classe Exemplos

| Macas, oculos de sol

EUA Il Seringas, mascara cirlrgica

1 Pacemaker

| Gaze cirurgica, cadeira de rodas

lla Aparelho auditivo, equipamento de ultrassons
Europa

Ilb Bombas de infusao, laser cirurgico

11 Stent coronario, valvulas cardiacas

0O risco de um dispositivo médico aumenta com o grau de invasao e duracao do contato

do dispositivo com o corpo humano (Figura 1.1).
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Grau de Invasao A

Implantaveis

Invasivos do tipo
cirargico

Invasivos -
orificios naturais

Nao invasivo |

S

I Temporario | | Curta duracao I l Longa duracao ,Duraqzéio

Figura 1.1 - Risco de um dispositivo médico.

1.2 Endoscopia Convencional

A endoscopia € uma técnica que permite a inspecao, manipulacao e tratamento de 6rgaos
internos através da utilizacéo de dispositivos médicos que permitem a visualizacao melhorada a
distancia dos orgaos alvo, sem a necessidade de uma incisao para que a mao ou os dedos do
cirurgiao entrem na area cirurgica. A endoscopia desenvolveu-se em areas onde 0s 0rgaos 0cos
sa0 conectados ao exterior por orificios naturais, como a uretra, a vagina, o reto, o canal auditivo,
a garganta e a faringe. A entrada no corpo humano através dos orificios naturais era segura e sem
ferimentos, e portanto com poucos riscos de infecdo e morte [5].

A historia da endoscopia ndo € uma ciéncia exata onde cada avanco pode ser colocado
numa linha cronologica exata e atribuido com total certeza a um Unico inventor. A Tabela 1.2
apresenta os principais marcos (contribuicdes mais importantes e os seus inventores) nas fases
iniciais da endoscopia e principalmente sobre a tecnologia da historia mais recente da endoscopia

[5]-[7].
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Tabela 1.2 - Principais marcos na historia da endoscopia

Ano Pessoa importante ou entidade Contribuicdo

0 “Lichtleiter”; instrumento iluminado por luz de velas numa
1806 Phillip Bozzini

estrutura que refletia luz por um espelho inclinado

Uso do termo “Endoscopia”; usou uma lampada de querosene
1853 Antonin Desmoreaux

com chama de parafina e espelho inclinado a 45°
1858 Nepomuk Czermak Primeira imagem endoscdpica

Filamento de platina rodeado por agua dentro de um sistema de
1867 Julius Bruck

arrefecimento de vidro para melhor iluminacéo

Cistoscopio com lampada de filamento de platina arrefecida a
1879 Max Nitze

agua e uma série de lentes num tubo de metal
1879 Thomas Edison Invencdo da lampada incandescente

Substituicao dos fios de platina por lampadas incandescentes no
1883 David Newman

endoscopio
1901 Georg Kelling Primeira laparoscopia num céo
1910 Hans Christian Jacobaeus Publicacdo da primeira laparoscopia num paciente
1924 Richard Zollikofer Primeira utilizacdo de CO, para insuflacdo
1948 Harold Hopkins Desenvolvimento do zoom 6tico
1953 | Harold Hopkins/Narinder Kapany | Criacdo de fibras de vidro para transmitir imagens

Substituicao das fibras de vidro de Hopkins por material de fibra
1956 Basil Hirschowitz/Larry Curtis

otica e revestimento de vidro mais flexivel
1959 Harold Hopkins Desenvolvimento das rod-lens

Desenvolvimento de um novo endoscépio rigido com lentes
1966 Harold Hopkins/Karl Storz

SELFOC (Self-Focusing Optical)
1969 Willard Boyle/George Smith Invencdo do CCD (Charge-Coupled Device)
1971 Hiromi Shinya/William Wolff Primeira polipectomia durante uma colonoscopia
1976 Bryce Bayer Filtro de Bayer para criar o CCD a cores
1985 Erich Muhe Primeira colecistectomia laparoscopica
1993 Becker et al. Primeiro relato do sistema de endoscopia tridimensional (3D)
1996 Visionsense Corp. Desenvolvimento do sistema de endoscopia 3D Visionsense

Primeiro sistema robético para cirurgias gerais aprovado para uso
2000 FDA

em humanos
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Existe um conjunto de desafios que precisam de ser superados para que a endoscopia

seja segura e bem-sucedida [5]:

1.

E preciso haver um método seguro de acesso ao corpo: orificios naturais ou pequenas
incisdes nas cavidades existentes em locais seguros sem risco de perfuracdo ou infecdo.
Os orificios naturais sdo relativamente seguros, no entanto requerem instrumentos
flexiveis e de pequeno diametro.

Quando as imagens sdo transmitidas através de instrumentos, a sua qualidade pode ser
deteriorada. Idealmente, a qualidade da imagem deve ser tdo boa ou melhor do que a
obtida a olho nu, e geralmente é preferivel um angulo amplo de inspecao.

E necessaria uma fonte de luz externa para iluminacdo, uma vez que ha pouca luz no
interior do corpo humano.

O equipamento e a luz tém de ser neutros. Por exemplo, a fonte de luz ndo pode aquecer
excessivamente 0s 6rgaos internos ou causar queimaduras externas.

Para permitir a visualizacao dos locais no corpo humano que estao colapsados no seu
estado normal, & necessario um método para preencher temporariamente esses locais.
Embora a capacidade de obter diagnosticos sem cirurgia invasiva seja um avango em
relacao ao diagnostico obtido por meio de cirurgia aberta, o designio da endoscopia é

realizar ndo so diagnosticos mas também procedimentos terapéuticos definitivos.

0 diagnostico de patologias gastrointestinais (Gls) como hemorragias, ulceras e tumores

nos seus estagios iniciais é fundamental, no entanto nao é facil. Este tipo de patologias quando

diagnosticadas precocemente podem ser curadas ou controladas, caso contrario podem evoluir

para doencas graves, muitas vezes letais. A melhor maneira de detetar doencas Gls é através da

visualizacdo direta do trato GI, portanto a endoscopia é uma tecnologia de diagnostico direta e

eficaz. A invencado do endoscopio possibilitou a visualizacdo de todo o estdmago, do intestino

delgado superior e do colon. Devido a capacidade de permitir aos médicos a visualizacao direta

do trato Gl, a endoscopia tornou-se o método padréo e o critério para o diagndstico de doencas

Gls [8].

Entre 1968 e 1990, aconteceram 0s mais notaveis progressos na historia da endoscopia

Gl. A Tabela 1.3 apresenta os principais acontecimentos da endoscopia Gl [9], [10].
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Tabela 1.3 - Principais acontecimentos da endoscopia Gl entre 1968 e 1990

Ano Acontecimento
1968 Pancreatografia retrograda endoscopica
1969 Polipectomia colonoscopica
1970 Colangiografia retrograda endoscodpica
1974 Esfincterotomia endoscopica (com extracédo de pedras dos ductos biliares)
1979 Gastrostomia endoscopica percutanea
Escleroterapia endoscopica
1980
Ultrassonografia endoscopica
1983 Endoscopico eletronico CCD
1985 Controlo endoscépico de hemorragia digestiva alta
1990 Ligadura elastica endoscopica

A inovacao dos endoscopicos continuou ao longo dos anos a par do desenvolvimento
tecnoldgico. Os endoscopicos evoluiram dos primeiros projetos rigidos com capacidades limitadas
para instrumentos flexiveis mais sofisticados com capacidades avancadas de imagem, recursos
especializados para intervencdes terapéuticas avancadas e diferentes estruturas para permitir o
exame de areas especificas do trato GI [11].

Atualmente, os endoscopicos utilizados para examinar o trato Gl sdo constituidos
essencialmente por trés partes: o manipulo de controlo (seccao de controlo), o tubo de insercao e
o conector. O manipulo de controlo € mantido na mao esquerda e possui dois discos de controlo
empilhados que permitem curvar a ponta do instrumento para cima/baixo e esquerda/direita.
Estes discos de controlo podem ser bloqueados para manter a curvatura prolongada da ponta do
instrumento. A seccdo de controlo possui também botdes separados para succao, insuflacdo de
ar ou agua e captura de imagens e uma entrada para a insercao de acessorios através do canal
do instrumento. O tubo de insercdo consiste num tubo flexivel anexado & seccao de controlo. Este
tubo contém um canal de trabalho que permite a passagem de acessorios, a succao e a insuflacao
de ar ou agua. A extremidade do tubo de insercado possui um sensor de imagem CCD ou CMOS
(Complementary Metal-Oxide-Semiconductor) para geracao de imagens a cores, um sistema de
iluminacao de guia de luz, uma abertura para o canal de ar/agua, um jato de agua para limpar a
lente e uma lente objetiva. A lente pode ser orientada para visualizacao frontal, lateral ou obliqua,
dependendo do tipo de endoscopio. O comprimento, o didmetro e a flexibilidade do tubo de
insercao variam do tipo de endoscdpio e dos fabricantes. Finalmente, o conector permite a ligacao

do endoscopio a uma torre endoscoépica, que geralmente contem um processador de imagem,
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uma fonte de luz branca com fonte de alimentacao elétrica, uma fonte de ar ou CO, e dgua. Como
0s endoscdpios tém de ser limpos e esterilizados entre os exames, eles sao projetados para serem
totalmente a prova de agua e resistentes a produtos quimicos [5], [11], [12]. A Figura 1.2 mostra

0s componentes e as funcdes de um sistema de endoscopia standard.

Ponta do endoscopio
) lluminacao
Direita Esquerda Lente objetiva
@ Canal de agua
@ Canal de ar/agua

Baixo @ Canal de trabalho

Figura 1.2 - a) Componentes do endoscépio atual: 1) conector; 2) seccdo de flexdo; 3) ponta do instrumento; 4)
tubo de insercéo; 5) seccao de controlo. b) Componentes de um sistema endoscopico: 1) monitor para visualizacdo
das imagens; 2) centro de gestdo de imagens e outros acessorios, como bomba de agua e bomba de CO,; 3) centro
do sistema de video (0 processador de video converte os sinais elétricos do endoscopio em sinais de video,
mostrando-os no monitor); 4) fonte de luz. ¢) Manipulo de controlo do endoscopio. d) Esquematico da ponta do
endoscopio que mostra os componentes tipicos dos endoscdpios atuais. Adaptado de [5].

1.3 Endoscopia por capsula

O intestino delgado humano ¢ um o6rgao longo e tortuoso, de 5 a 7 metros de
comprimento, e livremente moével na cavidade abdominal. Por causa destas caracteristicas
anatomicas, tem sido desafiador realizar exames endoscopicos usando os endoscopios
convencionais. Devido as dificuldades associadas ao exame endoscopico, o intestino delgado tem
sido examinado principalmente por métodos radioldgicos, como a radiografia com contraste, a
tomografia computorizada (TC), a ressonancia magnética (RM) e a angiografia. O intestino delgado

foi até ao inicio da década anterior o “parente pobre” da gastroenterologia [8] [13].
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O aparecimento da capsula endoscopica (CE) veio revolucionar totalmente a endoscopia
digestiva, uma vez que as caracteristicas desta capsula inovadora tornaram possivel a recolha de
imagens de boa qualidade de todo o trato Gl, com o minimo desconforto para o paciente (sem dor

e sem sedacao) [14].

1.3.1 Estado da arte

A primeira CE, M2A (Mouth to Anus), fabricada em 2000 pela Given Imaging e aprovada
pela FDA em agosto de 2001 para a utilizacdo em pacientes humanos, era constituida por uma
lente de focagem, 4 LEDs (Lijght Emitting Diode) de luz branca, um sensor de imagem CMOS, duas
baterias de dxido de prata, um transmissor de radiofrequéncia (RF) a 434.1 MHz e uma antena
(Figura 1.3). Esta capsula adquiria imagens a uma taxa de 2 imagens por segundo e permitia a
realizacdo de um exame endoscopico com a duracdo de 8 horas (aproximadamente igual a
duracao da viagem do bolo alimentar no trato Gl). De referir ainda que esta capsula possuia um
campo de visdo de 140°, ampliacdo de 1:8, profundidade de visdo de 1 — 30 mm, tamanho
minimo de detecdo de aproximadamente 0.1 mm, 3.7 g de peso, 26 mm de comprimento e
11 mm de diametro. A céapsula é passivel de ser engolida, devido ao seu revestimento
biocompativel, viajando pelo trato Gl através dos movimentos peristalticos [12], [15]-[18]. As
imagens adquiridas pela CE sao transmitidas por RF para um conjunto de 8 antenas colocadas na
regiao abdominal do paciente, que permitem a rececdo das imagens, mas também o calculo e a
indicacdo da posicao da capsula no interior do corpo do paciente. A continua triangulacao da
localizacao da capsula no abdémen do paciente permite a monitorizacao de todo o trajeto realizado
pela capsula, ajudando a localizar com mais precisao as anomalias detetadas pelas imagens
adquiridas. As imagens recebidas sao armazenadas num pequeno disco portatil localizado a
cintura do paciente. Durante a realizacdo do exame o paciente € livre de continuar a sua rotina
diaria, ndo havendo necessidade de estar confinado ao hospital ou ao ambiente clinico. Depois do
exame realizado, as imagens sao descarregadas do disco portatil e analisadas pelo médico

gastroenterologista [17], [19].
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Figura 1.3 - Constituicado da M2A: 1) redoma ética; 2) suporte da lente; 3) lente de focagem; 4) LEDs de luz branca;
5) sensor de imagem CMOS; 6) duas baterias de dxido de prata; 7) transmissor de RF; 8) Antena [16].

Apods o aparecimento da primeira CE, apresentada pela Given Imaging, surgiram outras
semelhantes, como a EndoCapsule (Olympus Medical Sytem Corp., Japao), a MiroCam (IntroMedic
Co. Ltd.,, Coreia do Sul), a OMOM (Jinshan Science and Technology Co. Ltd., China) ou a
CapsoCam (CapsoVision Inc., EUA) (Figura 1.4) [12], [17], [18], [20]. As variacdes entre as
diferentes CEs incluem o numero de sensores de imagem, a taxa de aquisicao das imagens, o
método de transmissdo/armazenamento das imagens e a capacidade da bateria. A MiroCam
utiliza a transmissao das imagens por campo elétrico, utilizando o corpo humano como meio
condutor da corrente elétrica, em vez da convencional transmissao por RF. As imagens capturadas
pela CapsoCam sao armazenadas internamente, evitando assim a necessidade de um gravador
externo, no entanto exige a recuperacao da capsula depois do exame para fazer o download das
imagens por USB (Universal Serial Bus) [12], [21], [22].

A capsula mais recente da linha de sucessado da M2A é a PillCam SB3 (Medtronic, EUA).
Esta terceira geracdo de capsulas apresenta algumas melhorias. O tempo de funcionamento é
agora de aproximadamente 11 horas, limitando o nimero de exames incompletos devidos a falha
da bateria. As melhorias na resolucdo da imagem (30 %) resultam na obtencao de imagens mais
nitidas e mais brilhantes, permitindo que os detalhes da mucosa intestinal possam ser vistos mais
claramente. Além disso, o contraste foi melhorado, o que facilita a analise da superficie da mucosa.
Uma das inovacdes mais importantes é a adaptacao da taxa de aquisicao das imagens de acordo
com a velocidade da capsula. Assim, se a capsula se move rapidamente, por exemplo no duodeno

distal, o numero de imagens adquiridas por segundo aumenta de 2 para 6 [23].
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Figura 1.4 - Vista frontal (a) e vista superior (b) das CEs disponiveis comercialmente, com a imagem correspondente
a raio-X (c). Da esquerda para a direita: capsula Agile, PillCam SB3, EndoCapsule, CapsoCam, MiroCam, OMOM,
PillCam ESO2, PillCam COLON2T7].

0 alcance da CE vai para além do intestino delgado, estendendo-se ao es6fago e ao célon.
A capsula mais recente dedicada a visualizacdo do eséfago, a PillCam ESO2 da Given Imaging,
introduzida e aprovada pela FDA em 2007, tem as mesmas dimensdes da FPillCam SB3 e esta
equipada com dois sensores de imagem CMOS (uma em cada extremidade da capsula), com um
angulo de visdo de 169°, sendo capaz de adquirir 18 imagens por segundo durante 30 minutos.
A elevada taxa de aquisicdo de imagens e a existéncia de dois sensores de imagem permite
enfrentar o desafio da elevada velocidade de passagem da capsula no eséfago (10 segundos num
paciente normal). Esta capsula tem uma taxa de detecdo superior a esofagogastroduodenoscopia
na suspeita de esofago de Barrett, com uma sensibilidade de 100 % e uma especificidade de 74 %
[12], [20], [23]-[26]. Contudo, a CE ainda nao pode substituir a esofagogastroduodenoscopia no
diagnostico e gestao do esofago de Barrett, porque nao permite a confirmacao histolégica. Além
disso, é questionavel a eficiéncia em termos de custos econdmicos a utilizacdo da CE para esta
aplicacao [12], [20].

A PillCam COLONZ é a capsula mais recente desenvolvida pela Given Imaging

especificamente para o colén. Esta capsula possui 31 mm de comprimento e 11 mm de didametro,

11
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sendo a capsula de maiores dimensdes produzida pela Given Imaging. Tal como a PillCam ESOZ,
a PillCam COLONZtem dois sensores de imagem e um campo de visao mais amplo (172°). Para
garantir a total visualizacdo do colon, a capsula conserva a bateria até chegar a este orgéo e
otimiza a taxa de aquisicao de imagens (taxa de aquisicdo adaptativa) para 4 imagens por segundo
quando esta quase imoével e 35 imagens por segundo quando estd em movimento, funcionando
durante aproximadamente 10 horas [8], [12], [23], [25]. Num estudo europeu com 100 pacientes,
a PillCam COLONZ obteve uma sensibilidade de 84 % e uma especificidade de 64 % em polipos
maiores que 6 mm, e uma sensibilidade de 88 % e especificidade de 95 % para pdlipos maiores
que 10 mm. Apesar dos resultados encorajadores, tanto a sensibilidade como a especificidade
devem ser superiores a 90 % para ser comparavel com a sensibilidade e especificidade da
colonoscopia convencional [27]. Assim, a PillCam COLONZ ainda nao pode ser considerada um
substituto do rastreio de colonoscopia. Esta capsula ndo foi aprovada pela FDA.

A principal complicacdo que podera decorrer da utilizacdo da CE é o risco de retencao,
normalmente causada por uma estenose intestinal. Pacientes com a doenca de Crohn ou que
tomam medicacao anti-inflamatoria nao-esteroide tém um risco maior de retencédo da CE. Para
resolver este problema a Given Imaging projetou uma capsula, a Agile, equipada com um pequeno
sinalizador RF (2 mm x 12 mm) contido dentro de um revestimento de lactose e bario
biodegradavel (depois de 30 horas) de dimensdes iguais a da CE padrao. Este dispositivo permite
ao médico verificar a passagem adequada da capsula antes da ingestdo da CE ndo-biodegradavel
padrdo em pacientes com conhecidas ou suspeitas de estenoses. A capsula Agile recebeu em
2006 a aprovacdo da FDA [12], [20], [23], [28].

A Tabela 1.4 apresenta as principais caracteristicas das CEs disponiveis comercialmente

[71, [12], [20], [23], [25], [26], [29].
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Tabela 1.4 - Especificacdes técnicas das capsulas endoscépicas disponiveis comercialmente

PillCam PillCam PillCam
EndoCapsule | MiroCam OMOM CapsoCam
SB3 ESO2 CcOLONZ
Comprimento
26 26 24 28 31 26 31
(mm)
Diametro
11 11 11 13 11 11 11
(mm)
Peso (g) 2.9 3.8 3.4 6 4 3.4 2.9
Sensor de
CMOS CCD CMOS CCD 4xCMOS 2xCMOS 2xCMOS
imagem
Resolucao
340x340 512x512 320x320 | 640x480 288x206 256x256 256x256
(pixels)
Imagens por
2-6 2 3 2 16 18 4-35
segundo
Campo de
156° 145° 170° 140° 4x90° 2x169° 2x172°
visao
4 LEDs 6 LEDs 6 LEDs 6 LEDs 16 Leds 2x4 LEDs | 2x4 LEDs
lluminacao
brancos brancos brancos brancos brancos brancos brancos
Autonomia (h) 11 8 11 8 15 0.5 10
Modo de Campo Memoria
RF RF RF RF RF
transmissao elétrico interna
Aprovacao Sim Sim Sim
Sim (2007) Nao Nao Nao
FDA (2013) (2012) (2007)

1.3.2 Novas funcionalidades da capsula endoscopica

Tendo em consideracao as CEs disponiveis comercialmente, pode concluir-se que a Unica
regido do trato Gl onde a CE conseguiu tornar-se num exame de primeira linha foi o intestino
delgado. A principal razao € que o intestino delgado ¢ tao longo e tdo profundo que a endoscopia
convencional nao consegue ser realizada com o endoscépio convencional. Apesar dos claros
beneficios de conforto para o paciente, de facilidade de utilizacdo e de fornecerem uma razoavel
visualizacdo, o facto é que as CEs ainda ndo substituiram a endoscopia convencional porque: a
precisao de diagndstico ainda néao € equivalente as técnicas tradicionais; a realizacdo do exame
de endoscopia por capsula & mais caro que a endoscopia convencional (0s endoscopios sao
reutilizados, ao contrario das capsulas que sdo descartaveis); ndo sao capazes de interagir com o

tecido para fazer biopsia ou realizar algum tipo de terapia [8], [12], [26].
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De um modo geral, as CEs disponiveis comercialmente possuem trés limitacdes principais:

1. Locomocao passiva — é desejavel que o médico gastroenterologista seja capaz de mover
a capsula como desejado, em vez de depender dos movimentos peristalticos. Muitas
vezes, 0 médico pretende obter varios angulos de visdo e mover a capsula para a frente e
para tras nas proximidades de uma lesao suspeita [8], [12], [17].

2. Auséncia de adaptacdo do didmetro do lumen - a necessidade da capsula ser engolida,
requer que seja pequena. Embora o tamanho da capsula coincida com o didametro do
intestino delgado, geralmente ndo é possivel garantir a visualizacdo da area superficial
total quando a capsula atinge o estdbmago ou o intestino grosso. Sem um mecanismo para
criar espaco (e.g. insuflacdo usada na colonoscopia convencional), os pélipos podem
permanecer ocultos no interior de dobras, resultando no diagnostico de falsos negativos
[12].

3. Auséncia de interacdo com os tecidos — a recolha de biopsias e a realizacao de terapia
sa0 as principais vantagens da endoscopia convencional relativamente a endoscopia por

capsula [12], [26].

Locomocao da CE

Grande parte da atencao da investigacdo em CE tem sido dada a locomocao ativa da
capsula, com o objetivo de entregar o controlo da posicdo e locomocdo da CE ao médico
gastroenterologista. A locomocao ativa permite o controlo remoto da direcdo e navegacao do
dispositivo em direcao a areas suspeitas. Isto permite também que os procedimentos terapéuticos
e cirurgicos possam ser realizados por capsulas.

Podem ser utilizadas duas abordagens para a locomocao da CE: técnicas de locomocao
em gue todos os componentes que permitem a locomocao estao localizados no interior da capsula
(locomocao interna); e técnicas de locomocao externas, onde as forcas e torques sao transmitidos
para a capsula a partir do exterior, geralmente por campo magnético (locomocéo externa).

Inicialmente, P. Valdastri ef a/. [30], B. Kim et a/. [31] e H. M. Kim et al. [32], propuseram
mecanismos de locomocdo que utilizam micromotores, engrenagens e parafusos para a
locomocao da CE (Figura 1.5). Contudo, uma vez que sdo dificeis de miniaturizar e possuem

limitacdes de energia, estes mecanismos ndo poderao ser aplicados as CEs atuais.
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Figura 1.5 - Mecanismos de locomocao interna da CE propostos por: a) P. Valdastri ef a/; b) B. Kim et al;
c) H. M. Kim et al.

P. Glass et al [33] em 2008 apresentou um mecanismo gque permite a “ancoragem” da
capsula a parede intestinal. Este mecanismo é constituido por trés pernas, que funcionam como
atuadores, revestidas com adesivos de elastomeros inspirados nas lagartixas. Sao capazes de suportar
as cargas axiais peristalticas, permitindo que a capsula se mantenha num local fixo. Estes adesivos de
elastdbmeros permitem uma nova visao de “ancoragem” da capsula, até entdo baseada em ganchos
metalicos afiados.

Ao contrario do intestino e do esdfago, o estdbmago é uma cavidade grande e colapsada
que requer uma locomocdo em trés dimensodes. Este requisito levou a que G. Tortora et a/. [34]
desenvolve-se, em 2009, uma capsula semelhante a um submarino que era ingerida pelo paciente
depois de beber 1 L de agua (que permanece no estdbmago durante 30 minutos). Esta capsula
utiliza quatro hélices independentes acionadas por motores DC (Direct Current) incorporados na
capsula, sendo que a velocidade e a direcdo da capsula sao controlados externamente por um
Joystick.

Embora a locomocao interna tenha vantagens significativas, como a distenséo local de
tecido a partir da capsula e a auséncia de interferéncias devido as forcas do campo magnético,
esta abordagem revela desvantagens dramaticas relacionadas com a presenca de atuadores,
mecanismos de transmissao e modulos de poténcia que levam a um excessivo numero de
componente internos, tornando dificil a reducao do tamanho da capsula [35].

Com o objetivo de diminuir o volume de componentes internos da CE, tem sido abordada
a locomocao da capsula através da propulsao externa, locomocao externa. Esta abordagem pode
ter um percurso mais rapido para a aplicacao clinica, uma vez que nao exige a construcao de
atuadores e mecanismos de reduzidas dimensdes. Para conseguir esta propulsao externa sao
utilizados normalmente campos magnéticos externos que interagem com componentes

magnéticos no interior da CE. Esta interacdo resulta na transmisséao de forcas e binarios para a
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CE. A ideia é criar um grande campo magnético externo perto do paciente, através de
eletromagnetes ou de magnetes permanentes, e um pequeno campo magnético no interior da CE.
A interacdo entre os campos magnéticos interno e externo faz com que a capsula experiencie
forcas e torques. Esta abordagem permite remover a necessidade de atuadores internos,
mecanismos e baterias, em prol de um pequeno magnete interno [12], [35]. Utilizar
eletromagnetes como geradores de campo magnético externo permite um melhor controlo do
campo magnético, no entanto exigem equipamentos de maiores dimensdes, quando comparados
com os magnetes permanentes externos. Um dos pontos criticos da projecdo de um mecanismo
de locomocao magnética é o dimensionamento das fontes de campo magnético interno e externo
necessario para obter as forcas e os torques necessarios para um controlo eficiente e confiavel da
capsula no interior do trato Gl [35].

Em 2011, J. Keller et a/. [36] investigou a utilizacdo de um magnete externo portatil na
orientacdo da capsula no interior do trato Gl. Para tal utilizaram uma versdo modificada da
PillCam Colon, em que metade da capsula era preenchida com peqguenos magnetes permanentes
(Figura 1.6). Este estudo demonstrou a viabilidade da locomocdo magnética, no entanto revelou a
necessidade de se realizar mais investigacdo para aumentar a confiabilidade e precisao do controlo

magnético.

Figura 1.6 - CE modificada com a inclusdo de pequenos magnetes permanentes no seu interior [36].

A Olympus Inc. em associacdo com a Siemens Healthcare desenvolveram uma nova
tecnologia de locomocdo magnética da CE. O sistema é constituido por uma capsula da
Olympus Inc. (31 mm de comprimento, 11 mm de didametro e dois sensores de imagens que
capturam 4 imagens por segundo) e um equipamento de guia magnético da Siemens Healthcare
composto por um equipamento de RM e um equipamento de TC. A capsula é controlada pelo
médico através de dois joysticks e pode ser movida no estdmago com cinco graus de liberdade

[37].
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G. Ciuti et al. [38] e F. Capri et a/. [39], [40] propuseram um método de controlo da CE
com pequenos magnetes permanentes, através do uso de um braco robético ou de um
equipamento convencional de estereotaxia. No sistema proposto, 0s magnetes externos anexados
ao braco robotico ou ao equipamento de estereotaxia, sdo capazes de controlar a CE com
pequenos magnetes permanentes, através da rotacdo e posicionamento dos magnetes

permanentes externos.

Capsulas endoscoépicas de intervencao

A investigacao conseguida e os resultados positivos obtidos na locomocao da CE abrem
uma janela de oportunidade para o desenvolvimento de CE de intervencéo.

A recolha de amostras de biopsias & um procedimento fundamental no diagndstico GI. A
biopsia convencional necessita de aproximadamente 1 mm: de tecido para ser posteriormente
analisado. Isto ¢ um grande desafio para a CE devido ao volume de tecido necessario, a
necessidade de recolher este tecido de uma localizacdo especifica e a necessidade de o recolher
rapidamente do corpo do paciente. Uma solucao aparentemente facil de desenvolver, que auxiliaria
a recolha de biopsias e a posterior recuperacdo da amostra de tecido, é anexar um “cordel” a CE.
No entanto esta solucdo destroi as vantagens da CE relativamente a endoscopia/colonoscopia
convencional [12]. O primeiro dispositivo com “cordel” para recolha de bidpsias do trato Gl foi
desenvolvido por W. H. Crosby e H. W. Kugler em 1957 (Figura 1.7). A biépsia nesta capsula é
desencadeada por um mecanismo de pressao de ar. A succao aplicada ao “cordel” desencadeia
um mecanismo no interior da capsula que faz com que uma lamina de mola rotativa varra a

abertura da capsula, cortando a mucosa saliente no seu interior [41].
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Figura 1.7 - a) Capsula para bidpsia desenvolvida por W. H. Crosby e H. W. Kugler; b) radiografia abdominal de um
paciente normal com a capsula no seu interior [41].

17



1 Introducao

K. Kong et al. [42] apresentou em 2005 o primeiro exemplo de um modulo de biopsia
para ser usado em CEs. Este dispositivo funciona de forma similar a capsula de W. H. Crosby e
H. W. Kugler, através de molas de torcao e laminas rotacionais de corte de tecido. Esta capsula
recolheu com sucesso amostras de tecido da mucosa intestinal de vaca e coelho.

P. Valdastri ef al. [43] desenvolveu uma capsula (12.8 mm de didmetro e 33.5 mm de
comprimento) equipada com 4 magnetes internos que permitem a sua locomocdo e com uma
garra cirurgica de niquel-titanio para realizar intervencoes remotamente (Figura 1.8). Esta garra é
utilizada para parar hemorragias ou para fechar incisdes no trato Gl. A capsula foi testada com
sSucesso em ensaios /7 vivo em porcos, sendo que a locomocao da capsula até a lesdo alvo foi
realizada através de um braco magnético externo e a garra cirurgica ativada por comandos sem

fios efetuados pelo operador.

r’fﬁrrtitr
”I lr II 1 t,x,\'"-_

Figura 1.8 - a) Capsula equipada com uma garra cirtrgica desenvolvida por P. Valdastri et a/; b) interface
homem-méaquina que permite a comunicacdo sem fios com a capsula [43].

Novamente inspirado na capsula de W. H. Crosby e H. W. Kugler, M. Simi ef a/. [44]
desenvolveu em 2013 uma capsula com uma configuracdo que, através do campo magnético,
permite tanto estabilizar a capsula como executar o mecanismo de recolha da amostra de tecido.
Esta capsula é constituida por dois pares de magnetes permanentes cilindricos que funcionam
como molas de torcao magnética. De cada par de magnetes, um é integrado no corpo da capsula,
ndo se podendo mover, enquanto o outro é fixado num eixo com uma lamina, sendo livre para
rodar sob o efeito de um binario magnético. O acoplamento entre as forcas dos magnetes fixos e
rotativos obriga a lamina a fechar uma abertura lateral. Quando este dispositivo é sujeito a um
campo magnético externo forte, os magnetes do eixo de rotacdo rodam em conjunto com a lamina,

expondo a abertura lateral. O campo magnético externo permite estabilizar o dispositivo contra a
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mucosa e promover a entrada de tecido para o interior da abertura lateral. Quando o campo
magnético externo é removido, a lamina e os magnetes rotativos voltam a posicéo original cortando

o tecido.

Magnetes
rotativos

Abertura
lateral

Lamina

Magnetes
fixos

Figura 1.9 - Protdtipo da capsula de bidpsias desenvolvida por M. Simi et a/. Adaptado de [44].

As capsulas para libertacao de farmacos tém sido um campo de estudo preeminente nos
ultimos anos devido a aplicacoes tanto no tratamento de doencas do trato GI como em estudos
de absorcao de drogas. O direcionamento da libertacao do farmaco para os locais alvo no trato Gl
pode maximizar a concentracao local do farmaco e evitar os seus efeitos nas areas indesejadas.

L. Hongying et a/. [45] desenvolveu uma capsula para libertacdo controlada de farmacos
que utiliza uma matriz de aquecimento, elastémeros e um pistao. O pistao esta unido a matriz de
aquecimento através de um adesivo com baixo ponto de fusdo. Quando a matriz de aquecimento
¢ ativada, o adesivo é derretido e o pistdo acionado. A poténcia do elastomero comprimido aciona
0 pistdo para expelir a droga do interior da capsula. O mecanismo de libertacdo do farmaco é
acionado por comandos sem fios. A principal limitacdo deste dispositivo & o pequeno volume do
reservatorio da droga, limitado pelo tamanho grande dos componentes elétricos e mecanicos
internos.

S. Yim e M. Sitti [46] desenvolveram uma capsula magnética para libertacdo de farmacos
no estbmago. O dispositivo possui dois magnetes permanentes internos que permitem a
locomocao e ativacao da capsula através de um magnete permanente externo. O corpo da capsula
¢ feito de um elastémero suave que permite a deformacdo da capsula. A deformacao axial da
capsula, conseguida pela atuacdo magnética externa, permite a libertacdo do farmaco do interior

da capsula (Figura 1.10).
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b) o Sensor de
Depomto de imagem CMOS
farmaco

Magnetes

Figura 1.10 - a) Capsula magnética para libertacdo de farmacos proposta por S. Yim e M. Sitti; b) esquematico dos
componentes internos da capsula. Adaptado de [46].

Em 2015, G. Traverso et al. [47] apresentou uma capsula com micro-agulhas que permite
a libertacdo de farmacos numa regido especifica da mucosa. A capsula contém micro-agulhas
encapsuladas por um revestimento sensivel ao pH que se dissolve ao atingir a regiao alvo. Uma
vez dissolvido o revestimento, o reservatorio da droga é comprimido pelos movimentos peristalticos

libertando o farmaco do seu interior (Figura 1.11).

Figura 1.11 - Capsula com micro-agulhas desenvolvida por G. Traverso ef a/.: a) prototipo final; b) radiografia do
protétipo final [47].

1.4 Técnicas de terapia endoscopica da mucosa

O tratamento endoscopico € amplamente considerado uma opcao promissora no

tratamento de neoplasias Gls nos seus estagios iniciais [48].
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1.4.1 Técnicas de ressecao da mucosa

As técnicas endoscopicas de ressecao da mucosa foram desenvolvidos para remover de
forma minimamente invasiva lesdes benignas e malignas nos seus estagios iniciais [48].

A polipectomia é a técnica que permite remover a maioria dos polipos do trato Gl. O
procedimento é bastante simples, utilizando uma ansa diatérmica para simultaneamente cortar e
coagular o pediculo do pélipo [49].

A ressecao endoscopica da mucosa foi desenvolvida para a remocao de neoplasias
(até 2 cm) planas confinadas as camadas superficiais (mucosa e submucosa) do trato Gl. O
procedimento mais comum para a realizacdo desta técnica passa pela injecdo de uma solucao
salina na submucosa sob a lesao, criando uma “almofada” de seguranca. A “almofada” de
seguranca ergue a lesao, facilitando a captura e remocao da lesdo com uma ansa diatérmica e
minimizando os danos nas camadas mais profundas da parede Gl. A lesdo pode ser removida de
uma so vez ou de forma fragmentada [48]-[50].

A disseccao endoscdpica da submucosa foi desenvolvida para a remocao em bloco
de lesdes extensas do trato Gl (geralmente superiores a 2 cm). Numa primeira fase é injetada uma
solucdo salina na submucosa para elevar a lesdo. Depois, ¢ realizada uma incisao circunferencial
na submucosa em torno da lesdo com facas de disseccdo. Por fim, a lesdo é dissecada, das

camadas inferiores da parede do trato Gl com as facas de disseccéo, e removida [49].

1.4.2 Técnicas de ablacao da mucosa

As técnicas de ablacao da mucosa utilizam uma variedade de dispositivos para destruir a
mucosa do trato Gl, como complemento as técnicas de ressecao endoscopica ou para tratar lesoes
vasculares da mucosa que causam perda cronica de sangue [51].

A coagulacao com plasma de argon ¢ um método térmico sem contacto que utiliza
um gas inerte (argon) ionizado para fornecer uma corrente elétrica monopolar @ mucosa,
permitindo uma coagulacao efetiva dos tecidos [7], [48], [51].

A ablacao por RF consiste em fornecer energia RF @ mucosa durante um periodo de
tempo pequeno, permitindo a ablacao da mucosa sem lesionar a submucosa. Esta técnica pode
ser realizada recorrendo a um cateter com balao ou a dispositivos focais [7], [48].

A crioterapia é um método de terapia sem contacto para destruicao de tecido através
da pulverizacdo de uma substancia fria (nitrogénio liquido ou dioxido de carbono) no tecido alvo

[71, [48], [51].
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A terapéutica fotodinamica envolve a ativacdo de um agente fotossensivel por luz com
um comprimento de onda especifico. Sao necessarios trés elementos: luz, agente fotossensivel e
oxigénio. O agente fotossensivel quando exposto a luz com um comprimento de onda especifico
torna-se ativo, passando do estado normal para o estado excitado. Quando retorna ao estado
normal, liberta energia que é transferida para o oxigénio presente nos tecidos, gerando espécies
de oxigénio altamente reativas e outros radicais que causam danos celulares [48].

Os lasers sao dispositivos térmicos que provocam a destruicao de tecido pela absorcao
de luz laser. A profundidade de penetracdo da luz laser e da lesdo térmica depende do
comprimento de onda da luz, das propriedades do tecido alvo, da densidade de poténcia e da

duracéo da aplicacao [48], [51].

1.5 Motivacao e objetivos

O aparecimento da CE veio revolucionar totalmente a endoscopia digestiva uma vez que
permite a realizacao de um exame indolor, ndo invasivo, sem administracdo de anestesia e a
visualizacdo de todo o trato G, o que ndo acontece na endoscopia convencional. No entanto, apresenta
ainda algumas limitacbes, como a incapacidade de realizar terapia.

Recuando ao inicio da histdria da endoscopia Gl, verifica-se que esta se encontrava limitada a
pouco mais do que a visualizacdo de érgaos. SO mais tarde é que se tornou numa ferramenta para
realizar biopsias e depois para a realizacdo de procedimentos terapéuticos. Ao contrario da CE, que
permite a visualizacao e diagnostico de todo o trato Gl, na endoscopia convencional a visualizacao e
diagnostico do trato Gl encontra-se limitada, ndo sendo possivel em grande parte do intestino delgado.
0 desenvolvimento de capsulas com capacidade terapéutica tem o potencial de fazer da CE uma arma
muito mais poderosa, com a qual os médicos podem combater as doencas Gls.

A locomocao da CE, nomeadamente a locomocao magnética, permite o controlo da posicao
e locomocéao da CE no interior do trato G, possibilitando que procedimentos terapéuticos possam ser
realizados por capsula, como por exemplo a terapéutica fotodinamica (TFD) e o plasma de argon neutro
(PAN).

Com este trabalho pretende-se dar inicio a integracéo de duas modalidades terapéuticas

na CE, a TFD e o PAN (Figura 1.12 e Figura 1.13).
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- Submucosa
Intestino
Mucosa
Capilares
Luz vermelha Capsula
endoscopica
Células tumorais com LEDs vermelhos
agente fotossensivel

Figura 1.12 - llustracao da integracdo da TFD na CE.
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Figura 1.13 - llustracdo da integracdo do PAN na CE.
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Os principais objetivos desta tese de doutoramento s&o:

e Desenvolvimento de um modulo de TFD para integrar na CE. Projecao, construcao e
fabrico de uma fonte de luz vermelha com o comprimento de onda e poténcia necessaria
para ativar o agente fotossensivel utilizado na TFD.

e Projecao, simulacdo e fabrico de um pequeno reservatério de argon (microfundicao a
vacuo) para integrar na CE. Este reservatorio devera fornecer o fluxo de argon necessario

para realizar a técnica de PAN durante o tempo de tratamento (1 a 3 segundos).

Para validacao dos objetivos serao realizados testes:
e jnvifroem cultura de células tumorais do trato Gl para validacdo da fonte de luz vermelha
e avaliacdo da eficiéncia do agente fotossensivel;

e mecanicos do reservatorio fabricado para avaliacdo da sua resisténcia mecanica.

Como referido anteriormente, a introducéo de técnicas de terapia na CE requer o controlo
do movimento da CE no interior do trato Gl, de forma a direcionar a CE para os tecidos alvo e

desta forma realizar o procedimento terapéutico.

1.6 Organizacao da tese

O presente documento encontra-se dividido em cinco capitulos.

Neste primeiro capitulo foram introduzidos os conceitos gerais dos dispositivos médicos e
o0 estado da arte dos DIMIMs aplicados na area da gastroenterologia, descrevendo-se a evolucao
da endoscopia convencional até a CE atual. Foram abordadas as novas funcionalidades da CE
assim como alguns tipos de terapia atualmente utilizadas na endoscopia convencional. Face a esta
revisao foram introduzidos a motivacdo e os objetivos do presente trabalho.

O capitulo 2 aborda o estado da arte e a descricdo pormenorizada da TFD, incluindo a
explicacao da reacao fotodinamica, os agentes fotossensiveis utilizados e o tipo de luz requerido e
0 procedimento associado a esta técnica de terapia.

No capitulo 3 é apresentada a técnica de PAN e os componentes necessarios para a sua
realizacdo. Sao abordados os diversos processos de fabrico de dispositivos médicos, com especial
destaque para o processo de microfundicao.

O capitulo 4 conttm o trabalho experimental e a discussdo dos resultados. O

desenvolvimento da fonte de luz vermelha e 0s ensaios fotodindmicos /7 vifroem cultura de células
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tumorais, bem como o design, simulacao e fabrico do reservatério de argon de paredes finas sao

apresentados neste capitulo.

Finalmente, no capitulo 5, sdo apresentadas as conclusdes inerentes a realizacao dos

trabalhos apresentados no ambito deste programa de doutoramento. Face aos resultados

apresentados sera proposto o trabalho futuro.

No final de cada capitulo sdo apresentadas as referéncias bibliograficas utilizadas.
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2 Terapéutica fotodinamica

As modalidades terapéuticas convencionais para o tratamento das lesdes tumorais, como
a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia, ttm em comum a baixa seletividade e o aparecimento
de efeitos secundarios devido a elevada toxicidade provocada nas células saudaveis. A terapéutica
fotodinamica (TFD), quando comparada com os métodos de terapia convencionais, destaca-se
pela elevada seletividade do agente fotossensivel (PS) para as células tumorais, minimizando os
danos nos tecidos saudaveis. Este fator associado a uma irradiacéo localizada da regido tumoral
acrescenta ainda mais seletividade a este método de tratamento.

Neste capitulo serao introduzidos os principais marcos historicos da TFD, a descricao
pormenorizada e os procedimentos desta técnica terapéutica. Este tipo de terapia necessita da

utilizacao de farmacos fotossensiveis, que também serdo introduzidos neste capitulo.

2.1 Estado da arte

A luz tem sido utilizada como terapia ha mais de 3 mil anos. As civilizacdes antigas,
egipcia, indiana e chinesa, utilizavam a luz para tratar varias doencas, como a psoriase,
raquitismo, vitiligo e o cancro de pele [1]-[3]. Na Grécia antiga, deitar-se ao sol todo nu era um
passatempo popular. Os gregos utilizavam a exposicao integral ao sol, chamada de helioterapia,
no tratamento de doencas. O famoso médico grego Herodoto, considerado o pai da helioterapia,
salientava a importancia da exposicdo solar para a restauracao da satude [2]-[4]. Nos séculos XVIII
e XIX, na Franca, a luz solar era usada no tratamento de varias doencas, como a tuberculose,
raquitismo, escorbuto, reumatismo, paralisia, edema e fraqueza muscular [4]. Nos finais do século
XIX, o médico dinamarqués Niels Finsen desenvolveu ainda mais a fototerapia. Ele descobriu que
a exposicao a luz vermelha previne a formacao e descarga de pustulas de variola, podendo ser
usada para tratar esta doenca. Usou também a luz ultravioleta do sol para tratar a tuberculose
cutanea. Este foi o inicio da terapia de luz moderna. Em 1903 Niels Finsen recebeu o Prémio
Nobel pelo seu trabalho dedicado a fototerapia [1], [3], [4].

A fototerapia descreve o uso da luz no tratamento da uma doenca, por outro lado, a
fotoquimioterapia requer a administracao de um PS que subseguentemente ¢ ativado por luz. Esta
forma de terapia também remonta a mais de 3000 anos, quando os indios usavam psoralenos de
plantas naturais no tratamento do vitiligo e, no seculo Xll, os egipcios utilizavam diferentes

psoralenos no tratamento da leucoderma [2], [4].
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Em 1900, o estudante de medicina alemao Oscar Raab relatou pela primeira vez a morte
celular induzida pela interacao da luz com quimicos. Enquanto trabalhava com o professor Herman
von Tappeiner em Munique, descreveu o efeito letal que a combinacao de luz e acridina vermelha
tinham nos protozoarios. Nas experiéncias subsequentes, Raab demonstrou que esse efeito letal
era maior do que com a acridina vermelha sozinha, a luz sozinha ou a acridina vermelha exposta
a luz e depois adicionado o protozoario. Ele relatou que a toxicidade ocorreu como resultado da
fluorescéncia causada pela transferéncia de energia da luz para a substancia quimica [1], [2], [4].
No mesmo ano, o neurologista francés J. Prime descobriu que os pacientes com epilepsia que
foram tratados com eosina, administrada oralmente, desenvolveram dermatites nas areas
expostas a luz solar [1]. Mais tarde, Herma von Tappeiner e A. Jesionek trataram tumores da pele
com aplicacdes topicas de eosina e luz branca [1], [2].

Em 1904, Herma von Tappeiner e Jodlbauer identificaram que o oxigénio era componente
integral nas reacdes de fotossensibilizacdo e em 1907 introduziram o termo “acédo fotodinamica”
para descrever este fenémeno [4].

As porfirinas foram identificadas em meados do século XIX, mas somente no inicio do
século XX foram usadas na medicina. A hematoporfirina foi produzida pela primeira vez por
H. Scherer em 1841 enquanto investigava a natureza do sangue. No entanto as suas propriedades
fluorescentes ndo foram descritas até 1867, sendo esta substancia somente nomeada por
hematoporfirina em 1871 [4].

W. Hausmann realizou os primeiros estudos sobre os efeitos biologicos da
hematoporfirina. Em 1911 relatou os efeitos da hematoporfirina e da luz nos protozoarios e nas
células sanguineas e descreveu as reacoes da pele de um rato exposto a luz apos ser administrado
com hematoporfirina [4].

Em 1913, o cientista alemao Friedrich Meyer-Betz foi o primeiro a tratar humanos com
porfirinas, testando os efeitos de 200 mg de hematoporfirina na sua propria pele. Observou
inchaco e dor especificamente nas areas expostas a luz [1], [3].

Na década de 1960, Richard Lipson e os seus colegas iniciaram a era moderna da TFD
na Mayo Clinic. Foi sintetizado, por Samuel Schwartz, o primeiro farmaco associado a TFD,
denominado derivado da hematoporfirina (HpD, do inglés Hematoporphyrin Derivative) [1], [3].

Em 1975 ocorreu um avanco significativo na TFD, quando Thomas Dougherty relatou que

a administracdo do HpD e a sua ativacao com luz vermelha erradicou por completo o crescimento
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do tumor mamario em ratos. No mesmo ano, J. F. Kelly comprovou a eliminacéo do cancro da
bexiga em ratos, através da ativacdo do HpD com luz [1], [4].

Outro marco importante no desenvolvimento da TFD ocorreu em 1976. Ap6s o tratamento
bem-sucedido de tumores em animais usando a TFD baseada em porfirinas, Kelly e Snell
realizaram os primeiros testes em seres humanos com HpD, em pacientes com cancro da bexiga
[1], [4].

0 uso desta técnica no tratamento de patologias no trato Gl foi realizada pela primeira vez
em 1984 por J. S. McCaughan, que usou a TFD para tratar pacientes com cancro do eséfago. Um
ano depois, Y. Hayata usou a TFD para tratar pacientes com carcinoma gastrico [1].

0 desenvolvimento da TFD continuou e foram efetuadas varias experiéncias no tratamento
de outras patologias, como o tumor cutdneo, pulmonar, esofagico, gastrico, ginecoldgico
recorrente, cerebral, retal, lesdes intraoculares, na cabeca e no pescoco. Esta técnica de terapia
mostrou resultados promissores em pacientes com patologias nos seus estagios iniciais, tendo sido
recomendada em pacientes com cancros em estagios iniciais. Foram desenvolvidos também PSs mais
sensiveis e mais potentes. Com esta nova linha de medicamentos, bem como com melhores métodos
de localizacao e melhores protocolos e equipamentos, a eficacia da TFD pode ser melhorada [1], [2],

[4].

2.2 Principios da terapéutica fotodinamica
2.2.1 Terapéutica fotodindmica na pratica clinica

O protocolo da TFD ¢é aplicado em duas etapas sequenciais: administracao (sistémica ou
topica) do PS ao tecido alvo e posterior irradiacao de luz com um comprimento de onda especifico
(Figura 2.1). A combinacdo do PS e da luz inicia a reacao fotodindmica que gera as espécies de
oxigénio reativas (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) responsaveis pelos danos celulares
oxidativos que poderao levar a destruicao do tecido alvo. Apos a administracao do PS, é necessario
esperar um determinado periodo de tempo para que o PS atinja e se acumule no tecido alvo. Este
periodo de tempo é designado de intervalo PS - luz e depende da via de administracao, do tipo
de PS e das suas propriedades farmacocinéticas e de biodistribuicao. Apos este periodo de tempo,
quando a quantidade de PS no tecido alvo atinge o seu valor ideal, é realizada a irradiacédo de luz
com um comprimento de onda especifico (comprimento de onda de maior absorcao do PS) para

fornecer uma dose de luz predeterminada. Durante a irradiacao, as ROS produzidas vao causar
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danos oxidativos as biomoléculas e as estruturas celulares, promovendo assim a morte celular e,

eventualmente a destruicéo do tumor [5], [6].

Fonte de luz

Tumor
N ) )
Intervalo
PS - luz
Administracao do PS Irradiacao de luz Destruicdao do tumor

Figura 2.1 - Representacédo da aplicagéo clinica do protocolo da TFD para o tratamento de um tumor solido e
localizado. Adaptado de [5].

2.2.2 Reacao fotodinamica

A TFD ¢é uma modalidade terapéutica que se baseia na combinacao de trés fatores, sem
0S quais nao é possivel a sua realizacao: PS, luz com comprimento de onda especifico e a presenca
de oxigénio molecular. Uma das vantagens da TFD é que o PS pode ser administrado de varias
formas, como injecao intravenosa ou aplicacao topica na pele. O PS no seu estado fundamental
(*PS) possui uma configuracao eletronica estavel, ou seja, possui dois eletrdes com spins opostos.
A absorcao de um fotdo de luz com um comprimento de onda especifico leva o PS a um estado
excitado de curta duracao (singleto, 'PS*). Este estado excitado ¢ muito instavel, perdendo o
excesso de energia por emissao de luz (fluorescéncia) ou por producdo de calor (conversao
interna). Contudo, o estado singleto pode passar por um processo conhecido por cruzamento
intersistema, para formar um estado excitado mais estavel de longa duracao (tripleto, :PS*). O PS
no estado tripleto pode decair de volta ao estado fundamental através da emissdo de luz
(fosforescéncia) ou sofrer dois tipos de reacdes. A longa vida util do estado tripleto ¢ suficiente
para transferir a sua energia diretamente para o oxigénio molecular (0.), ele préprio um tripleto no
estado fundamental. Este passo de transferéncia de energia leva a formacao de oxigénio singleto
(*0,) e ao estado fundamental do PS, chamando-se de reacao tipo Il. A reacéo tipo | pode também
ocorrer se o estado excitado do PS reagir diretamente com um substrato, como a membrana
celular ou uma molécula, e sofrer reacdes de transferéncia de eletrdes, formando ROS. Este
mecanismo pode envolver a aquisicdo ou a doacao de um eletrao para formar radicais catidnicos

ou anionicos, respetivamente. Esses radicais reagem com o oxigénio, produzindo produtos
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oxigenados, como radicais anidnicos superoxido (0.-), radicais hidroxila (HO*) e peroxidos de
hidrogénio (H.0,) [1], [5], [7]-[12]. Como os efeitos de quase todos os farmacos usados na TFD
sao dependentes de oxigénio, normalmente nao ocorre a fotossensibilizacao das areas anoxicas
do tecido [1]. A Figura 2.2 apresenta o diagrama de Jablonski modificado, onde se podem
visualizar os estados energéticos do PS e as transicoes entre eles, bem como os produtos das

reacdes tipo | e Il.

Reacao tipo |

lpgs (transferéncia de eletrdes)
Substratos ¢
A Cruzamento
intersistema ROS

spge (07, OH' H,0,) Morte celular

Fluorescéncia
E | Absorcao Conversao interna
Reacdo tipo I
(transferéncia de energia)

Fosforescéncia ¢

PS Oxigénio singleto
(0,)

Figura 2.2 - Diagrama de Jablonski modificado do mecanismo de acdo da TFD. Adaptado de [9].

2.2.3 Mecanismos de acao no tumor

Os produtos resultantes das reacdes tipo | e Il sdo responsaveis pelo efeito de morte celular
e terapéutico na TFD. Ambas as reacdes ocorrem simultaneamente, no entanto o racio entre estes
dois processos depende do tipo de PS utilizado, das concentracdes de substrato e de oxigénio
molecular presentes, bem como da afinidade de ligacdo do PS ao substrato [1], [8]. Devido a
elevada reatividade e curta semivida das ROS, apenas as células que estdo proximas da area de
producdo das ROS (area de localizacdo do PS) sdo diretamente afetadas pela TFD. A extensdo do
dano e da citotoxidade resultante da TFD é multifatorial, dependendo do tipo de PS, da sua
localizacao extracelular e intracelular e da dose total administrada, da dose de luz (fluéncia de luz)
e da taxa de fluéncia de luz, da disponibilidade de oxigénio e do tempo entre a administracdo do
PS e a exposicdo a luz [1], [8], [10], [13].

Existem trés mecanismos principais pelos quais a TFD medeia a destruicdo tumoral
(Figura 2.3). As ROS produzidas pelas reacdes fotoquimicas da TFD podem destruir diretamente
as ceélulas tumorais pela inducdo da apoptose e necrose. A TFD pode também provocar a
destruicao da vasculatura associada ao tumor e dos vasos saudaveis circundantes, levando a

interrupcao do suprimento de oxigénio e nutrientes e, consequentemente, a morte celular indireta
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por hipoxia. Por fim, a TFD pode induzir uma resposta inflamatéria que ativa uma resposta
imunolégica contra as células tumorais remanescentes. O resultado da TFD é dependente de
todos estes mecanismos e a contribuicdo de cada um depende do regime de tratamento dado [1],

[10], [13], [14].

Estado excitado

singleto
Estado /" Apoptose e Necrose
e tripleto
- 102 O O
~ N> = @) Célula
NN Dendritica
NS N
NSNS PS
Luz vermelha “Estado €20
fundamental @)

Destruicao
vasculatura

Figura 2.3 - Mecanismos de acdo no tumor da TFD. O PS absorve luz e passa ao estado excitado singleto e ao
estado excitado tripleto. Este tripleto é capaz de transferir energia para o oxigénio molecular e formar o oxigénio
singleto. Esta espécie pode interagir diretamente com as células tumorais, levando a sua morte por apoptose e/ou
necrose, destruir a vasculatura tumoral e induzir uma resposta inflamatéria que atrai leucdcitos, como os neutrofilos
e as células dendriticas. Adaptado de [15].

2.3 Luz, agente fotossensivel e oxigénio
2.3.1 Luz

A luz € um importante componente da TFD. A penetracdo da luz nos tecidos tumorais é
muito complexa, uma vez que pode ser refletida, dispersada ou absorvida. A extensdo destes
processos depende do tipo de tecido e do comprimento de onda da luz (Figura 2.4). A absorcdo
deve-se principalmente a cromoforos endogenos existentes nos tecidos, como a hemoglobina, a
mioglobina e os citocromos, que podem diminuir o processo fotodindmico por competicdo com o
PS no processo de absorcdo. A absorcdo de luz pelos tecidos diminui com o aumento do
comprimento de onda, portanto os comprimentos de onda de luz maiores (luz vermelha) penetram
mais eficientemente através do tecido. A regiao entre os 600 e 1200 nm ¢é muitas vezes chamada
de janela dtica do tecido [10], [16], [17]. Na TFD, comprimentos de onda menores (< 600 nm)
ttm menor penetracao no tecido e sdo mais absorvidos, resultando numa elevada

fotossensibilidade da pele. Por outro lado, comprimentos de onda maiores (> 850 nm) nao tém
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energia suficiente para gerar oxigénio singleto. Portanto, a maior permeabilidade do tecido ocorre
entre os 600 e 850 nm. Esta faixa, chamada de janela fototerapéutica, ¢ predominantemente
utilizada na TDF [16]. A luz azul, na ordem dos 400 nm, pode também ser utilizada no tratamento

de lesdes cutaneas superficiais, de modo a minimizar lesdes nos tecidos subjacentes.

' i

Dispersdo 2mm

l‘
'

50-150 um
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Figura 2.4 - Penetracédo da luz nos tecidos. O esquema representa um corte das camadas da pele (epiderme e
derme). As setas representam o poder de penetracéo da luz com diferentes comprimentos de onda nos tecidos. A luz
azul penetra menos eficientemente nos tecidos, enquanto a luz vermelha pode penetrar até 1 cm. Adaptado de [10].

Na TFD podem ser utilizadas trés tipos de fontes luminosas: as lampadas de largo
espectro, os lasers ou os diodos [6], [10], [18]-[20]. A escolha da fonte de luz deve basear-se no
espectro de absorcdo do PS, nas caracteristicas da patologia (localizacdo, tamanho da lesao,
acessibilidade e caracteristicas do tecido) e no custo [6], [10], [20]. As lampadas de largo espectro
sdo de custo acessivel, exigem pouca manutencdo e fornecem uma ampla saida espectral. Este
facto exige a utilizacdo de filtros de banda estreita, que permitem a selecdo de um intervalo de
comprimentos de onda que corresponde a maxima absorcdo do PS. A perda de energia sob a
forma de calor, a baixa intensidade da luz e a restricao da irradiacao a locais de facil acesso
(e.g. pele) sdo outras desvantagens deste tipo de fonte luminosa [6], [20]. O desenvolvimento do
laser foi um grande marco na TFD, sendo atualmente a fonte de luz mais utilizada. Os /asers
produzem luz monocromatica coerente de alta intensidade. Podem ser acoplados a fibras oticas

para alcancar locais inacessiveis (e.g. pulmao e bexiga) e diminuir a perda de luz devido a
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dispersao. A irradiacéo através de /asers com comprimento de onda definido facilita o calculo
preciso da dose de luz. Os sistemas /asercomplexos, volumosos e caros usados no passado foram
substituidos por diodos /aser de facil utilizacao, fidveis e economicos [6], [10], [19], [20]. Os LEDs
sd0 uma boa alternativa devido ao baixo custo e tamanho reduzido. Além disso, os LEDs séo
caracterizados por emissao de banda estreita fixa, eliminando a necessidade de filtros dticos, e
podem ser montados de forma a cobrir grandes areas de irradiacdo ou formas anatémicas
complexas [6], [10], [18], [20].

Sendo a luz uma componente essencial da TFD, a eficacia clinica é altamente dependente
da precisado da sua entrega ao tecido alvo e da sua dose, que se traduz na fluéncia de luz, na taxa
de fluéncia de luz, no tempo de exposicdo a luz e no modo de irradiacdo da luz (Unica ou
fracionada) [10], [19]. A taxa de fluéncia de luz é o fluxo de energia radiante, denominada de
poténcia otica (P,), por unidade de area irradiada (A), sendo expressa em W/cmz. A fluéncia de
luz, comumente referida como dose de luz, é a energia total da luz por unidade de area irradiada,
sendo expressa em J/cmz [1], [19]. O tempo de tratamento da TFD (At) é calculado dividindo a
fluéncia de luz pela taxa de fluéncia de luz. As equacdes 2.1, 2.2 e 2.3 descrevem a taxa de

fluéncia de luz, fluéncia de luz e tempo de tratamento, respetivamente.

Taxade fluéncia de luz (\/\//cmz): (2.1)

> |0

Fluéncia de luz (J/cmz):%oxm (2.2)

Tempo detratamento (s)= Fluéncia de Juz (2.3)

" Taxa de fluéncia de luz

Varios estudos relatam que baixas taxas de fluéncia de luz sdo benéficas para a TFD [21]-
[23]. A principal razao da menor eficacia da TFD para altas taxas de fluéncia de luz é a deplecao
de oxigénio nos tecidos, que leva a uma baixa foto-degradacao do PS. A taxa de fluéncia de luz
também tem impacto sobre 0 mecanismo dominante de morte celular na TFD. O uso de baixas
taxas de fluéncia de luz aumenta a apoptose seletiva das células tumorais, que ¢ mais desejavel
do que a inflamacdo ou edema que normalmente ocorre com a rutura descontrolada do contetido

celular na necrose [24].
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2.3.2 Agentes fotossensiveis

Um PS ideal deve possuir determinadas caracteristicas, tais como, pureza e estabilidade
quimica, acumulacao e retencao preferencialmente nos tecidos tumorais, auséncia de toxicidade
no escuro, rapida excrecao do corpo, induzindo assim uma baixa toxicidade sistémica, e forte
absorcdo para comprimentos de onda de luz entre os 600 e 850 nm, uma vez que a absorcdo de
fotdes com comprimento de onda superiores a 850 nm n&o fornecem energia suficiente para
excitar o oxigénio para o seu estado singleto e inferiores a 600 nm nao penetram suficientemente
no tecido. Outro requisito importante na escolha de um PS é a elevada produtividade de ROS,
nomeadamente de oxigénio singleto, ou seja, deve possuir um elevado rendimento quéantico de
oxigénio singleto. Uma forte absorcdo com um elevado coeficiente de extincdo molar para
comprimentos de onda de luz maiores é outra caracteristica importante de um PS ideal. Por fim,
outros fatores importantes de um PS ideal sdo o preco, que deve ser acessivel, e a disponibilidade
comercial do PS de forma a promover a utilizacdo extensiva da TFD [5], [7], [10], [12], [13], [25].

Tendo em conta a evolucdo dos PSs, estes podem ser divididos em PSs de primeira
geracdo, segunda geracdo e terceira geracdo. O primeiro composto a demonstrar potencial
terapéutico para a TFD do cancro foi o HpD, do qual a versdo purificada e comercialmente
aprovada, porfimer sodium (Photofrine), representa a primeira geracdo de PSs para a TFD. O
porfimer sodium é uma mistura de moléculas foto-ativas e possui um espectro com varias bandas
de absorcdo que diminuem de intensidade para comprimentos de onda de luz superiores a
630 nm. Para maximizar a penetracao da luz no tecido, a excitacao do porfimer sodium é realizada
a 630 nm, o que requer a aplicacdo de altas doses de luz (100 - 200 J/cm?) para compensar a
sua baixa absorcao de luz. Apesar de ainda ser utilizado clinicamente, tornou-se rapidamente
evidente que o porfimer sodium apresenta varias limitacdes, e.g. baixa eficiéncia devido a reduzida
absorcao de luz, reduzida penetracdo da luz a 630 nm e um longo periodo de fotossensibilidade
da pele [8], [10], [13].

Os PSs de segunda geracao tém sido desenvolvidos desde os finais dos anos 80, de forma
a ultrapassar as desvantagens apresentadas pelos PSs de primeira geracdo. Os PSs de segunda
geracdo sao caraterizados por possuirem comprimentos de onda de absorcao maiores que
630 nm, maior eficiéncia na producao de ROS e por reduzir a fotossensibilidade da pele [16], [17],
[26]. A aprovacdo do acido 5-aminolevulinico (Levuian®), seguido pelo seu aminolevulinato de
metilo (Metvix2), para queratoses actinicas e cancros da pele ndo-melanomas, foram marcos

importante na historia da TFD. Ambas as moléculas sao pro-drogas que, uma vez no interior da
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célula, sdo metabolizadas para formar o verdadeiro PS, a protoporfirina IX (PpIX), um PS
endogeno. O especto de absorcao da PplX é muito semelhante ao do porfimer sodium, sendo
geralmente ativada por luz a 635 nm [13], [17]. Como resultado dos esforcos continuos para
desenvolver PSs de segunda geracao mais eficazes, em 2001 a temoporfina ou mTHPC (Foscare)
foi aprovada na Europa. A temoporfina, da familia das clorinas, ¢ um composto puro com maior
absorcdo de luz a um maior comprimento de onda (652 nm) em comparacdo com as porfirinas.
Assim, requer doses de luz dez vezes mais baixas (10 — 20 J/cm?) e permite profundidades de
tratamento superiores. Além disso, o periodo de fotossensibilidade da pele apds o tratamento foi
significativamente reduzido de 4 a 12 semanas com o porfimer sodium para 2 a 4 semanas com
a temoporfina [13].

Ao longo da ultima década, a investigacdo tem decorrido no desenvolvimento de PSs de
terceira geracao, que devem ser ativados por luz com comprimentos de onda maiores, minimizar
ou eliminar a ocorréncia de reacdes de fotossensibilidade da pele e ter maior seletividade para o
tecido tumoral [8], [13], [19]. Para aumentar a seletividade do PS, podem ser utilizadas as
seguintes modificacdes da TFD:

e combinacdo de PSs de segunda geracdo com moléculas focadas no recetor alvo;

e combinacdo de PSs com lipoproteinas LDL (Low Density Lipoprotein), devido ao facto
das células tumorais que proliferam necessitarem de mais colesterol para a sintese
das paredes celulares;

e conjugacdo de um PS com um anticorpo monoclonal dirigido ao antigénio especifico
da célula cancerigena;

e utilizacdo de marcadores de superficie tumoral, como recetores do fator de
crescimento, de recetores da transferrina ou de hormonas (e.g. insulina).

Em suma, os PSs de terceira geracdo sdo uma melhoria dos PSs atuais de segunda

geracdo em termos de seletividade para os tecidos tumorais [8], [12], [19]. A Tabela 2.1 lista os
PSs aprovados para a TFD do cancro. A Tabela 2.2 lista os PSs atualmente em desenvolvimento

clinico para a TFD do cancro.
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Tabela 2.1 - PSs aprovados para a TFD [8], [19], [25], [27]

Agente Nome
Indicacdes Aprovacao A (nm)
fotossensivel comercial
Cancro esofagico, cancro Canada (1993), EUA
Porfimer sodium Photofrin® endobronquial, cancro da bexiga, (1995) e em mais 40 630
cancro gastrico e cancro cervical paises
Queratose actinica, carcinoma
) basocelular, cancro da cabeca e do
Acido EUA (1999), Europa
Levulan® pescoco, cancro ginecologico, 635
5-aminolevulinico (2001)
diagnéstico dos cancros do
cérebro, cabeca e pescoco e bexiga
EUA (2004), Uniao
Aminolevulinato de Queratose actinica, doenca de Europeia (2001),
Metevix® 635
metilo Bowen e carcinoma basocelular Nova Zelandia (2002),
Australia (2003)
Hexaminolevulinato Hexvix® Cancro da bexiga EUA (2010) 635
Cancro da cabeca e do pescoco,
Uniao Europeia
Temoporfina Foscan® cancro da préstata e cancro do 652
(2001)
pancreas
Tratamento da degeneracéo EUA (2000), Europa
Verteporfina Visudyne® | muscular relacionada com a idade, (2000), Canada 689 -693
miopia patolégica e histoplasmose (2000)
Talaporfina Laserphyrin® Cancro do pulmao Japéo (2003) 664
Tabela 2.2 - PSs em desenvolvimento clinico para a TFD [6], [8], [20], [27]
Nome Fase A
Agente fotossensivel Indicacdes
comercial clinica (nm)
Queratose actinica, doenca de Bowen, cancro
Ftalocianinas de silicio Pc4 | (EUA) 670
da pele, linfoma nao Hodgkin das células T
Queratose actinica, doenca de Bowen, cancro
Ftalocianinas de zinco CGP55847 da pele, carcinoma de células escamosas do | (EUA) 675
trato aerodigestivo superior
Lutexafirina Antrin® Cancro da prostata e fotoangioplastia [l (EUA) 732
2-[1-hexiloxietil] -2-
Cancro esofagico inicial, cancro do pulmao de Il
devinilpirofeoforbideo-a Photochlor® 665
ndo pequenas células (Mundial)
(HPPH)
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Tookad® 0
Padoporfina Cancro da prostata recurrente 763
(WST09) (Europa)
Metastases cutaneas do cancro da mama,
Rostaporfina Photrex® carcinoma basocelular, sarcoma de Kaposi e Il (EUA) 660
cancro da prostata

2.3.3 Oxigénio

O terceiro componente essencial no mecanismo da TFD é o oxigénio molecular. A sua
importancia para a eficacia da TFD pode ser negligenciada se assumirmos que a sua presenca
nos tecidos é constante. De fato, a concentracdo de oxigénio pode variar significativamente entre
os diferentes tumores e até mesmo entre diferentes regides do mesmo tumor, dependendo da
densidade da vasculatura. Especialmente nos tumores solidos mais profundos, muitas vezes
caracterizados pelo seu microambiente andxico, a falta de oxigénio pode ser um fator limitante.
Como referido anteriormente, a irradiacdo do tumor com uma alta taxa de fluéncia de luz pode
levar a temporaria deplecdo local de oxigénio. Isto leva a interrupcado da producdo de ROS e a
reducdo da eficacia do tratamento. A deplecao de oxigénio ocorre quando a taxa de consumo de
oxigénio pela reacao fotodinamica ¢ superior a taxa de difusdo de oxigénio na area irradiada. Além
disso, a TFD pode causar a oclusdo da vasculatura tumoral, reduzindo o fluxo sanguineo para o
tecido tumoral, aumentando ainda mais a hipoxia [6], [8], [28].

Através de técnicas para monitorizar a quantidade de oxigénio nos tecidos & possivel
ajustar a taxa de fluéncia da luz (compensada com o aumento do tempo de irradiacdo para manter
a dose total de luz) até que a taxa de consumo de oxigénio coincida com a sua taxa de difusédo no
tecido alvo. Este equilibrio também pode ser conseguido através do uso da dose de luz fracionada,
ou seja, através da irradiacao intermitente do tumor. Estas estratégias para aumentar a perfusao
de oxigénio no tumor mostram uma melhoria limitada na resposta do tumor, uma vez que nao
conseguem afetar as células hipoxias. Além disso, aumentam a duracéo do tratamento, uma vez

que é necessario mais tempo para administrar a dose de luz necessaria [6].

2.4 Vantagens e limitacoes

A TFD tem varias vantagens relativamente as abordagens convencionais no tratamento do
cancro. Os PSs de primeira geracdo causam maior fotossensibilidade da pele, contudo a TFD nao
tem efeitos adversos a longo prazo quando usada corretamente. E menos invasiva que os

procedimentos cirurgicos e pode ser realizada em ambulatorio. A TFD, para além do préprio tumor,
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pode também destruir a vasculatura a ele associado, contribuindo muito para a morte do tumor.
A TFD pode ser direcionada para o tecido alvo com muita precisao devido a sua dupla seletividade.
Os dois principais fatores que contribuem para a seletividade da TFD s&do a capacidade intrinseca
de alguns PSs se acumularem no tecido tumoral e a irradiacdo de luz exclusivamente no tecido
alvo. A acumulacao seletiva do PS no tumor é facilitada no caso da aplicacdo tdpica, uma vez que
o PS é aplicado diretamente e apenas nas lesdes a serem tratadas. Quando o PS é administrado
intravenosamente, é necessario que permaneca em circulacao tempo suficiente para que alcance
e se acumule no tumor. Além disso, a TFD pode ser repetida varias vezes no mesmo local, ao
contrario da radiacdo. Ha pouca ou nenhuma cicatriz apds a cicatrizacdo. Por fim, geralmente
custa menos do que as outras modalidades terapéuticas no tratamento do cancro [6], [29].
Como todas as modalidades terapéuticas, a TFD tem algumas limitacdes. O efeito
fotodindmico ocorre seletivamente no local irradiado, o que torna muito dificil a sua utilizacdo em
metastases disseminadas com a tecnologia atualmente disponivel. A oxigenacao do tecido é crucial
para que o efeito fotodindmico ocorra, portanto tumores rodeados por tecido necrético ou densas
massas tumorais levam a uma ineficaz TFD. Finalmente, a precisdo da irradiacdo dos tecidos alvo
€ 0 ponto mais importante quando se considera a TFD como opcao de tratamento. Portanto,
tumores profundos (ndo facilmente acessiveis sem intervencao cirurgica) sdo dificeis de tratar
devido a baixa penetracao da luz visivel no tecido [6], [29]. As vantagens e limitacdes da TFD estao

sintetizadas na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Vantagens e limitacdes da TFD

Vantagens Limitacoes
e  Menos efeitos adversos e  Fotossensibilidade apds o tratamento
e Pouco invasiva e  Eficacia do tratamento dependente da
e  Curto tempo de tratamento precisado da irradiacdo de luz do tumor
o  Utilizavel em ambulatério e A oxigenacao do tecido é crucial para o
e Dupla seletividade efeito fotodinamico
e  Pode ser aplicada no mesmo local varias vezes e  Muito dificil tratar cancros metastaticos
e  Pouca ou nenhuma cicatriz apés a cicatrizacao com a tecnologia atual
e  Custos mais baixos
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3 Plasma de argon e microfundicao

Neste capitulo serdo descritas duas técnicas terapéuticas com plasma de argon, a
coagulacdo com plasma de argon e o plasma de argon neutro. Serdo abordados diversos
processos de fabrico de dispositivos médicos, com especial destaque para o processo de

microfundicao.

3.1 Plasma

Na fisica, o plasma é descrito como o quarto estado da matéria, além do solido, liquido e
gasoso (Figura 3.1). Quando mencionado pela primeira vez em 1879 pelo fisico e quimico britanico
William Crookes, este estado foi descrito como “matéria radiante”. Irving Langmuir introduziu o
termo plasma em 1928, porque a composicdo do gas fortemente ionizado lembrava-lhe o plasma

sanguineo [1]-[3].

Resublimacéo " \
Vaporizacao \_) \) lonizacao +
E—

—_—
D — 0 «— & &
Condensacéo Desionizacao LY
( 7
J +
Gasoso Plasma

Liquido j
Sublimacéo /

Figura 3.1 - Esquematico dos diferentes estados da matéria. Adaptado de [3].

0 plasma consiste num gas ionizado que contém particulas eletricamente carregadas que
se movem livremente, ou seja ides e eletrdes que nado estao ligados nem a atomos ou moléculas
nem a radicais ativos, moléculas excitadas ou moléculas de atomos neutros. O plasma é gerado
se for aplicada energia suficiente para separar os eletrdes de atomos e moléculas. A capacidade
das cargas positivas e negativas se moverem liviemente é a responsavel pela alta condutividade

elétrica e, consequentemente, pela forte resposta a campos eletromagnéticos [1], [3].
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Estima-se que os plasmas naturais representem mais de 99 % do universo visivel,
incluindo o sol e as estrelas, a coroa solar, os ventos estelares, a ionosfera terrestre, bem como
os fendmenos bem conhecidos na Terra, como os relampagos e as auroras boreais [1].

0 plasma pode também ser produzido artificialmente para ser usado, por exemplo, em
aisplays e lampadas fluorescentes, no tratamento de superficies de materiais sélidos e na area
médica [1].

A diferenciacdo entre plasma térmico e ndo térmico é baseada nas temperaturas relativas
dos eletrdes, ides e particulas neutras. No plasma térmico a temperatura dos eletrdes, ides e
particulas neutras € a mesma, sendo que a temperatura do gas é normalmente muito alta. No
plasma nao térmico apenas os eletroes menores sao aquecidos e consequentemente estdao a um
nivel de temperatura mais alto do que os ides e as moléculas nao carregadas. A diferenca de
massa é enorme, sendo que os eletrdes podem estar a varios milhares de graus Celsius, enquanto

todo o plasma permanece a temperatura ambiente [1].

3.2 Coagulacao com plasma de argon

A hemostasia e a destruicao da mucosa sao de grande importancia na remocéao de tecido
anormal durante a endoscopia terapéutica.

O bisturi de plasma foi introduzido na medicina ocidental ha mais de 30 anos atras. A
coagulacdo com plasma de argon (CPA) tem sido amplamente utilizado na cirurgia geral.
Introduzida pela primeira vez na cirurgia aberta no final dos anos 70, foi adaptada para o uso em
endoscopia em 1991, tornando-se na técnica de coagulacdo endoscopica mais comumente
utilizada [4].

A eletrocirurgia consiste na aplicacao de corrente alternada ao tecido bioldgico para induzir
um efeito térmico, através do efeito de Joule, que é usado para destruir seletivamente o tecido. A
CPA é um procedimento de eletrocirurgia monopolar que utiliza um feixe de argon ionizado para
transferir, sem contacto fisico, a corrente elétrica ao tecido. O feixe de plasma segue o caminho
de menor resisténcia elétrica, independentemente do posicionamento do tecido e da direcao do
fluxo do argon. Este facto oferece vantagens, particularmente nas aplicacées endoscopicas, uma
vez que permite a aplicacao do plasma na direcdo em frente e tangencial ao tecido em regides de
dificil acesso. E utilizado o argon porque é bioquimicamente inerte, tem uma baixa tensdo de
rutura (ou seja, ioniza facilmente), é nao inflamavel, ndo tdxico, ndo tem cor, odor e sabor, e é

relativamente barato [4]-[6].

46



3 Plasma de argon e microfundicao

As probes de CPA sdo conectadas a um gerador de eletrocirurgia monopolar de alta
frequéncia com uma gama de saida entre os 4000 e 9000 V. O fluxo de gas e a gama de poténcia
sao ajustados entre 4 — 7 L/min e 0 — 155 W, respetivamente. As probes séo compostas por um
punho, um tubo de teflon e um fio de tungsténio (elétrodo) no interior do tubo. A distancia entre a
probee o tecido é tipicamente 2 — 10 mm. E geralmente utilizada uma tensao alternada com uma
amplitude de 4 kV e uma frequéncia de 350 kHz para ionizar o argon e iniciar a descarga
(Figura 3.2) [4], [5]. Sao necessarias trés condicdes para a utilizacdo do plasma de argon: tensao
suficiente para ionizar o argon, proximidade ao tecido alvo e tecido condutor (superficies humidas,
vasos). Em regides do trato gastrointestinal de parede fina, como o duodeno, é normalmente
suficiente uma poténcia de 20 W, minimizando o risco de danos termais em toda a espessura do

tecido. No estdbmago e no reto podem ser utilizadas poténcias maiores, entre os 40 e 60 W [6].

ll HF

Argon (Ar)
i
r ﬂ

Elétrodo

HF

@

| | Jato de plasma de argon

Tecido

Elétrodo neutro

Figura 3.2 - Representacao esquematica de um dispositivo de CPA. O argon flui através de um tubo que rodeia o
elétrodo em forma de fio. A descarga é iniciada por uma tenséo de alta frequéncia (HF) U.. entre o elétrodo e o tecido.
A corrente de alta frequéncia I, flui no tecido, provocando o efeito de coagulacéo, e retorna ao gerador HF através do
elétrodo neutro. Adaptado de [4].

A CPA é uma técnica particularmente eficaz para tratamentos superficiais, uma vez que a
profundidade de penetracao da coagulacao é limitada a poucos milimetros [4], [6]. Esta técnica é

utilizada em quase todas as areas cirurgicas, como por exemplo na cirurgia geral e visceral,
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urologia, ginecologia, gastrenterologia e endoscopia bronquial. Na gastroenterologia, tem sido
utilizada no tratamento da proctite, eséfago de Barrett, ectasia vascular do antro gastrico (GAVE)
e no tratamento de malformacdes arteriovenosas em todo o trato Gl. Os principais campos de
aplicacao sdo a hemostasia e a desvitalizacao de tecido, com foco nas aplicacées endoscopicas

(Figura 3.3) [4].

Figura 3.3 - Aplicacdo endoscdpica da CPA. Adaptado de [4].

A CPA é mais eficaz do que o eletrocautério padrdo, uma vez que distribui o arco elétrico
num padrdo mais uniforme, resultando numa penetracdo uniforme no tecido alvo. A profundidade
da lesao tecidual varia entre os 3 € 10 mm. A profundidade de coagulacdo dos tecidos depende
da duracao da aplicacdo, da poténcia de saida do gerador e da distancia ao tecido alvo. Ao
contrario da eletrocirurgia e do laser, a temperatura do tecido cauterizado nunca excede 0s 110 °C,
minimizando a destruicdo do tecido e a necrose [5]. O aquecimento do tecido bioldgico pode
induzir diferentes efeitos que dependem nao s6 da temperatura atingida, mas também da taxa e

duracao do aquecimento (Tabela 3.1) [4], [6].
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Tabela 3.1 - Efeitos da temperatura no tecido bioldgico

Temperatura do tecido | Efeitos
<40 °C Nenhum
Hipertermia: alteracdes na membrana celular e na estrutura molecular, edema
40 - 50 °C
Necrose e desvitalizacao
Desnaturacéo das proteinas internas (coagulacéo)
Destruicdo da membrana celular
60 - 80 °C
Coagulacao do colagénio extracelular
Desvitalizacao
Evaporacao do liquido celular
100 °C
Dessecacéo/vaporizacdo
>100 °C Carbonizacéo

A CPA apresenta algumas vantagens relativamente a eletrocirurgia monopolar: o elétrodo
nao estd em contacto com o tecido; a medida que o tecido alvo se vai tornando coagulado, a
corrente procura automaticamente um novo tecido condutivo, resultando numa hemostasia mais

uniforme; reducéo do fumo; profundidade de penetracao limitada.

3.3 Plasma de argon neutro

O plasma de argon neutro (PAN) permite a coagulacao com o minimo dano nos tecidos,
através de um fluxo eletricamente neutro de gas ionizado, assemelhando-se a eletrocirurgia
bipolar. Nesta técnica é gerado um plasma de argon pela concentracao de um pequeno fluxo de
argon no interior de um ambiente isolado que contém elétrodos bipolares. Uma tensao de
aproximadamente 30 a 60 V ioniza o argon, produzindo um plasma de alta energia eletricamente
neutro que é emitido, como um jato preciso, a partir da ponta do instrumento médico. Este jato
de plasma possui energia térmica, cinética e luminosa que permite a disseccdo de tecido,
coagulacao de pequenos vasos e evaporacao de tecidos, dependendo da distancia ao tecido, do
tempo de aplicacéo e da poténcia utilizada. Posteriormente, sobre o ponto de aplicacao do plasma,
¢ formado um pequeno coagulo que sela a superficie do tecido. A profundidade de penetracéo no
tecido varia entre os 0.5 e 2 mm, dependendo da duracédo da aplicacao do jato de plasma no
tecido (1 a 3 segundos). Na eletrocirurgia monopolar e na CPA, a corrente é aplicada ao tecido
levando a coagulacdo através de efeitos combinados de aquecimento e geracédo de arco entre o
elétrodo ativo e o tecido alvo, resultando numa destruicdo mais profunda dos tecidos @ medida

que a corrente flui ao longo da trajetoria de menor resisténcia do tecido. Em contraste, o dispositivo
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de PAN emite um jato de plasma eletricamente neutro, sem fluxo de corrente através do paciente,
mantendo minima a penetracao no tecido. Esta técnica utiliza aproximadamente 10 % do fluxo de
gas utilizado na CPA. Tipicamente, o fluxo de gas é inferior a 0.4 L/min, reduzindo teoricamente
o risco de embolia de ar e de sobrepressdo intraperitoneal [7]-[10]. A Tabela 3.2 apresenta as

principais diferencas entre as técnicas terapéuticas de PAN e CPA [9].

Tabela 3.2 - Principais diferencas entre o PAN e a CPA

CPA PAN
Fluxo de argon 4 -7 L/min <0.4 L/min
Riscos Embolia, sobrepressao Minimizados
Profundidade de
3-10mm 0.5-2mm
penetracao
Tensdo 4000 - 9000 V 30-60V
Elétrodo ativo; necessita de elétrodo Eletricamente neutro, nao existe passagem de
Fluxo de corrente | neutro; similar a eletrocirurgia corrente no paciente; similar a eletrocirurgia
monopolar bipolar
Vaporizacao, corte e coagulacdo de pequenos
Aplicacao Coagulacéo
vasos
Uso cirirgico Sem contacto direto com o tecido Sem contacto direto com o tecido

O PlasmaJet, desenvolvido pela Plasma Surgical Limited e aprovado pela FDA como um
dispositivo de coagulacdo em 2004, é um dispositivo que usa um jato de plasma de argon
eletricamente neutro de alta energia para causar efeitos diretos nos tecidos. Desde a sua
introducédo, o Plasmalet tem sido utilizado com seguranca em casos de cirurgia aberta e de
endoscopia na ortopedia, oncologia, gastroenterologia, cirurgia hepatica, cirurgia plastica da face
e de abdémen e cirurgia toracica. O sistema PlasmaJet possui um controlador que permite
controlar com precisao o fluxo de argon, garantindo um fluxo de gas apropriado para gerar o
plasma. O controlador do fluxo de argon, também permite que o fluxo tenha um nivel preciso para
determinados efeitos cirlrgico, como o corte, vaporizacdo e coagulacdo. Neste sistema nao é
utilizada energia RF. Em vez disso, a fonte de alimentacdo ¢ mantida nos 30 V DC. A peca manual,
de onde sai o plasma, foi desenvolvida para que o plasma seja capaz de cortar tecido. O Plasma.et
difere das técnicas de eletrocirurgia e CPA pela ndo existéncia de um fluxo de corrente pelo

paciente [11], [12].
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3.4 Processos de fabrico de dispositivos médicos

A producao de plasma por um DIMIM autonomo com aplicacdo na area da
gastroenterologia (e.g. CE) requer, entre outros componentes, o fabrico de um pequeno
reservatorio metalico para armazenamento do argon.

0 design e o fabrico de dispositivos médicos sdo essenciais para melhorar a qualidade de
vida dos pacientes e a eficacia do tratamento, reduzindo os custos da assisténcia médica [13]. A
tendéncia do design e fabrico de dispositivos médicos é em direcao a produtos mais pequenos e
portateis, que exigem componentes e tecnologias de fabrico mais avancadas. A maioria dos
dispositivos médicos requerem recursos precisos com tolerancias apertadas. As superficies dos
dispositivos médicos em contacto com o corpo humano geralmente requerem uma superficie
extremamente lisa ou texturas especializadas para promover as interacoes entre o tecido saudavel
e 0 biomaterial [14]. Devido a sua natureza, os requisitos para desenvolver um dispositivo médico
deve incluir biocompatibilidade, confiabilidade e resisténcia a corrosdo. Atualmente sado usadas
tecnologias convencionais de fabrico para obter produtos comercializaveis, no entanto séo
necessarias tecnologias avancadas de fabrico para obter dispositivos médicos inovadores [13].

A contribuicao da tecnologia para os dispositivos médicos baseia-se na combinacao da
compreensao e disponibilidade dos materiais e dos processos de fabrico. De acordo com a forma
como os componentes/produtos sao feito, 0s processos gerais de fabrico podem ser classificados

em trés categorias principais: subtrativos, aditivos e forcados (Tabela 3.3) [15], [16].

Tabela 3.3 - Classificacéo dos processos de fabrico [15]-[17]

Processos de fabrico

Subtrativos Aditivos Forcados

Maquinagem tradicional (furacao, fresagem e

torneamento)

Maquinagem por descarga elétrica Fundicdo por modelo perdido

Maquinagem por laser Fundi¢cdo por molde permanente
Prototipagem rapida

Maquinagem eletroquimica Moldacao por injecao

Maquinagem por feixe de eletrdes Conformacéo

Maquinagem por ultrassons

Maquinagem por jato abrasivo
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3.4.1 Processos de fabrico subtrativos

O principio dos processos de fabrico subtrativos consiste na remocéao de material de um
componente inicial para obter uma peca final. A desvantagem dos processos de fabrico subtrativos
¢ que apenas podem realizar formas com caracteristicas acessiveis pelas ferramentas subtrativas.
Por exemplo, a fresagem CNC (Computer Numerical Control) ndo consegue criar aberturas. Por
outras palavras, um processo de fabrico subtrativo ndo pode ser um processo de forma livre [16],
[17].

Os processos de maquinagem podem ser classificados em trés categorias principais de
acordo com o tipo de energia usada no processo: maquinagem baseada em energia mecanica,
maguinagem baseada em energia térmica e maquinagem baseada em energia

quimica/eletroquimica (Tabela 3.4) [17].

Tabela 3.4 - Classificacdo dos processos de maquinagem baseada no tipo de energia usada [17]

Maquinagem
Mecanica Térmica Quimica/eletroquimica
Tradicional Avancada - Maquinagem por - Maquinagem eletroquimica
- Furacao - Maquinagem por jato abrasivo | descarga elétrica - Maquinagem fotoquimica
- Fresagem - Maquinagem por ultrassons - Maquinagem por laser
- Torneamento - Maquinagem por jato de agua | - Maquinagem por feixe
de eletrdes

Atualmente, a maquinagem CNC, a maquinagem por descarga elétrica, a maquinagem
por laser, etc. tém sido utilizadas no fabrico de alguns dispositivos médicos. Em particular, a
micro-maquinagem por laser tem sido amplamente utilizada no fabrico de sfents vasculares. Um
stent consiste numa rede de arame expansivel ou num tubo oco perfurado que é inserido numa
estrutura oca do corpo humano (e.g. artéria coronaria blogueada) com o objetivo de a manter
aberta [13], [14]. Na maquinagem por laser o fabrico do dispositivo é realizado pela remocéao de
material através de um laser. Contudo, a remocédo de material ¢ impossivel em locais onde o
caminho do laser esta obstruido. Esta restricao limita as geometrias que podem ser fabricadas por
esta técnica, como por exemplo, geometrias internas [13]. O principal problema no processo de
maquinagem a laser € o controlo da tolerancia e precisdo de formas com altas exigéncias [18],

[19].
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3.4.2 Processos de fabrico aditivos

O aparecimento da prototipagem rapida, no final da década de 80, introduziu um novo
paradigma de fabrico que adicionava ou empilhava material para obter a forma desejada [16].

Os processos de prototipagem rapida tém vindo a ser utilizados na producédo de
dispositivos médicos a partir de modelos CAD (Computer Aided Design) 3D baseados na TC, RM
e outras técnicas de imagem médica. De facto, o numero de aplicacdes desta tecnologia na area
médica tem estado a aumentar. O conceito basico da prototipagem rapida é o fabrico de um
modelo 3D pela adicdo de camadas consecutivas. A principal vantagem desta técnica é a
capacidade de produzir rapidamente modelos 3D muito complexos e de usar varios materiais. A
utilizacao desta tecnologia permite obter dispositivos personalizados com geometria, tamanho e
funcao especificas para um determinado paciente e contexto médico. Esta tecnologia pode
também ser usada por cirurgides no planeamento de cirurgias através do fabrico de réplicas
anatomicas baseadas na informacdo digitalizada da TC e RM [13]. Na Figura 3.4 estdo
esquematizados os principais processos de fabrico de prototipagem rapida em funcdo do estado

do material usado no processo [20], [21].

Construcao de objetos em laminas (LOM)

Material solido

Modelacao por deposicdo de material
fundido (FDM)

Prototipagem rapida Material liquido Estereolitografia (SLA)

Sinterizagéo seletiva a laser (SLS)

Material em pd Fus&o por feixe de eletrdes (EBM)

Impressao tridimensional (3DP)

Figura 3.4 - Esquematico dos principais processos de fabrico de prototipagem rapida em funcao do estado do
material de processamento.

O processo de fabrico de construcao de objetos em laminas (LOM) consiste no corte de
camadas de material, unidas por um agente de ligacao, de forma a criar o objeto pretendido

(Figura 3.5). A matéria-prima ¢ geralmente papel laminado, proveniente de uma rolo, e o0 agente
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de ligacao ¢ ativado por calor. O corte das camadas é realizado por um feixe laser de alta precisao.
Apds o corte da primeira camada, a plataforma baixa e uma nova tira de papel é colocada sobre
as anteriores. Um rolo aquecido realiza a cura do agente de ligacao. Este processo repete-se até
todas as camadas de papel terem sido adicionadas. Os modelos de papel devem ser selados e

revestidos por tinta ou verniz de forma a evitar danos provocados pela humidade [16], [20]-[22].

Rolo aquecido

Rolo de papel

Camadas do
Modelo
Plataforma

Figura 3.5 - llustracdo do processo de construcédo de objetos em laminas. Adaptado de [21].

A modelacao por deposicao de material fundido (FDM) é um dos processos de
prototipagem rapida mais conhecido. O filamento de material, geralmente plastico, é direcionado
para um bico de extrusao, que se encontra a temperatura de fusdo do material, que possui um
mecanismo que permite controlar o fluxo de plastico derretido. O material é depositado enquanto
0 bico de extrusdo e a plataforma se movimentam segundo coordenadas cartesianas de forma a
criar as camadas da peca. O plastico endurece imediatamente apos a extrusdo, ligando-se a
camada anterior. Pode ser criado material de suporte caso haja necessidade de apoio vertical a
peca (Figura 3.6). A FDM ¢é atualmente a tecnologia de prototipagem rapida mais utilizada, uma
vez que nao tem uma tecnologia tao complexa como as demais e apresenta um mecanismo de
producdo mais econémico. A precisdo deste processo depende da precisao dos motores que
controlam a maquina, podendo atualmente obter-se uma precisao na ordem dos 20 um de

espessura de cada camada [20]-[22].
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Material de
suporte

Material da peca

Bico de
extrusao

Plataforma

Figura 3.6 - llustracdo do processo de modelagéo por deposicao de material fundido. Adaptado de [21].

A estereolitografia (SLA) é considerada, nao s6 o processo de fundacao, como também o
mais complexo da prototipagem rapida. Este processo permite fazer construcées de modelos 3D
a partir de um polimero liquido sensivel a luz, que solidifica quando exposto a radiacéo ultravioleta.
0O modelo é construido sobre uma plataforma situada abaixo da superficie do polimero
fotossensivel, enquanto o laser ultravioleta faz o mapeamento das camadas que constituem a
peca. Apos a solidificacdo de uma camada, a plataforma de construcao, incluindo a peca
parcialmente acabada, baixa a distancia equivalente a espessura de uma camada e ¢é aplicada
uma nova camada de polimero fotossensivel. O processo continua até que a peca esteja terminada

(Figura 3.7) [20]-[22].

Espelho

Reservatorio
de polimero
fotossensivel

Plataforma

Figura 3.7 - llustracdo do processo de estereolitografia. Adaptado de [21].
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A sinterizacdo seletiva a laser (SLS) é um processo de prototipagem rapida que permite o
fabrico de pecas tridimensionais complexas através da consolidacao de camadas sucessivas de
material em po (Figura 3.8). Utiliza um feixe laser para, de forma seletiva, sinterizar ou fundir po6
metalico ou polimérico numa plataforma de construcdo de acordo com as geometrias
predeterminadas. A sequéncia de deposicao de p6 e mapeamento laser é repetida até que a peca
esteja concluida. A utilizacdo de um laser de alta poténcia torna este processo caro. Além disso,
os produtos necessitam de ser acabados ou polidos para obter a precisdo e o acabamento

superficial pretendidos [18], [21]-[24].

Sistema de
fornecimento de pd

Sistema de
fornecimento de po

Figura 3.8 - llustracao do processo de sinterizacao seletiva a laser. Adaptado de [21].

A fusao por feixe de eletroes (EBM) usa uma abordagem similar a SLS. Este processo
utiliza um feixe de eletrdes, obtido pelo aquecimento de um filamento de tungsténio a altas
temperaturas, como fonte energética responsavel pela fusao total dos pds metalicos. A poténcia
desenvolvida pelo feixe de eletrdes é muito alta, permitindo que o processo derreta completamente
uma vasta gama de metais, incluindo a liga de titanio [21].

O processo de impressao tridimensional (3DP) é semelhante ao processo de SLS, no
entanto, em vez de utilizar um laser para sinterizar o material em pé (inclui metélicos e ceramicos),
usa uma cabeca de impressao para depositar um aglutinante liquido que une as particulas de po
do material de acordo com a geometria da seccdo transversal da peca (Figura 3.9). Apos a
conclusado de uma camada é aplicada a proxima camada de p6. O ciclo de producdo envolve a

combinacao de camadas sucessivas até que toda a peca esteja terminada. O p6 sem aglutinante
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serve de suporte a construcao da peca. A 3DP apresenta uma velocidade de construcéo rapida,
no entanto a precisao, o acabamento superficial e a resisténcia das pecas nao sao tao bons quanto

0s outros processos [16], [21].

Entrada do aglutinante
= __\!I\QUIdO

—

Cabeca de
impressao

L&mina

Sistema de
fornecimento de po

Figura 3.9 - llustracao do processo de impressao tridimensional. Adaptado de [21].

3.4.3 Processos de fabrico forcados

Os processos de fabrico forcados exploram a capacidade de deformacdo dos materiais
sélidos e liquidos. A necessidade de moldes, matrizes e de outras ferramentas, constitui a principal
desvantagem deste tipo de processos de fabrico [16].

A conformacdo de metais inclui um grande grupo de processos de fabrico, nos quais é
usada a deformacdo plastica da matéria-prima para mudar a forma das pecas de metal. A
deformacao resulta do uso de ferramentas, geralmente moldes, onde sao aplicadas tensdes que
excedem a tensao de cedéncia do metal. Portanto, o metal deforma-se para adquirir a forma da
geometria do molde. As tensdes aplicadas sao geralmente compressivas, contudo alguns
processos utilizam forcas de tracdo, enquanto outros dobram o metal ou aplicam tensdes de
cisalhamento para cortar o metal. Estes processos podem ou nao ser executados com o
aquecimento do metal para facilitar o processo ou para modificar as caracteristicas mecanicas da
peca final. Para a peca ser formada com sucesso, o metal deve possuir certas propriedades: baixa
tensdo de cedéncia e alta ductilidade. Estas propriedades sao afetadas pela temperatura. A
ductilidade aumenta e a tensao de cedéncia diminui quando a temperatura de trabalho aumenta.
Os processos de conformacao podem ser classificados em duas categorias principais: processos

de conformacéo de massa e processos de conformacao de chapa (Figura 3.10) [25]-[27].
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Laminagem

Forjamento

Massa

Extrusao

Trefilagem
Conformacao

Quinagem

Chapa Estampagem

Corte

Figura 3.10 - Classificacdo dos processos de conformacao.

Os processos de conformacdo de massa sao geralmente caracterizados pelas
deformacdes significativas e pelas mudancas massivas de forma, e pela relacdo de area de
superficie para volume de trabalho relativamente pequena. O termo “massa” descreve as pecas
de trabalho que possuem essa baixa relacdo de area/volume. As pecas inicias de trabalho incluem
tarugos cilindricos e barras retangulares. A Figura 3.11 ilustra os processos basicos de
conformacao de massa [26].

Os processos de conformacao de chapa sao operacdes de deformacao e corte executadas
em chapas, tiras e bobinas de metal. A relacdo de area de superficie para volume de trabalho é
alta. As operacoes de chapa metalica sdo geralmente executadas sem aquecimento e através do
uso de uma puncao (parte positiva) e de um molde (parte negativa). A Figura 3.12 ilustra os

processos basicos de conformacao de chapa [26].
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e ——
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Figura 3.11 - Processos basicos de conformacéo de massa: a) laminagem; b) forjamento; c) extrusao; d) trefilagem.
Adaptado de [26].

Figura 3.12 - Processos basicos de conformacéo de chapa: a) quinagem; b) estampagem; c) corte. Adaptado
de [26].

A curva de tensdo-deformacao permite compreender o comportamento dos metais
durante a conformacao. A curva tipica de tensdo-deformacéo para a maioria dos metais & dividida
em duas regides: regido elastica e regido plastica (Figura 3.13). Nos processos de conformacao

de metais, a regido plastica é de interesse fundamental, uma vez que o material é plasticamente
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e permanentemente deformado nesses processos. Na regiao elastica, a relacéo entre tensao e
deformacao é linear, e o material exibe um comportamento elastico, retomando ao seu

comprimento inicial quando a carga (tensao) é removida. A relacao é definida pela lei de Hooke

[26]:
o=Ec¢ (3.1)
onde o é a tensao (MPa), E é o mddulo de elasticidade ou modulo de Young (MPa) e € é
a deformacao.
Na regiao plastica, a relacado entre tensao e deformacao pode ser aproximada por [26]:

o=K.sg* (3.2)

A constante K é chamada de coeficiente de forca (MPa) e o parametro e é chamado de
expoente de endurecimento. Esta equacéo é geralmente valida para comportamentos plasticos de

metais em trabalho frio.

A
\ Ruptura
Resisténcia a tracdo
<
o
[]
g- Limite elastico, inicio da regido plastica
‘B
o
|_
Regido elastica
E=0
€

Y

Deformacéo, €= AL/L,

Figura 3.13 - Curva tipica de tens@o-deformacao dos metais num ensaio de tragdo. Adaptado de [26].
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A moldacao por injecao é o processo de fabrico de polimeros mais utilizado. Este processo
de fabrico permite a producdo de pecas através da injecao de material num molde fechado. A
maquina de moldacdo de polimeros por injecdo € composta por duas unidades principais, a
unidade de injecdo e a unidade de fecho (Figura 3.14). A unidade de injecao aquece, funde e injeta
0 material no molde, funcionando como uma extrusora. A unidade de fecho realiza o fecho e a
abertura do molde em cada ciclo de injecdo (Figura 3.15). A unidade de injecdo é constituida
principalmente pelo cilindro para parafuso, tremonha, bandas de aquecimento, cilindro, parafuso,
bico, valvula de fecho, motor e engrenagens. A unidade de fecho é constituida principalmente pela

placa estacionaria, placa movel, barra de fixacao, cilindro de fixacéo e cilindro hidraulico [26].

Tremonha .,  bandasde Cilindro Placa estacionaria
aquecimento
Placa movel
Cilindro para parafuso Parafuqo Molde
|-| Barra de fixagao
—. Cilindro de
v Bico /\ ; fixagao

. —
" 1
Ihh—lhh‘-’.ﬁ“”lh 3 | ——
-/-/-1-/-./-! _ | —
# ST, ... ¥ /-
k Mot Valvula de . .
otor e paragem e il
engrenagens hci:t;llrgﬂlrigo
4
}< ~—————————— Unidade de injecao -1 Unidade de fecho —————d

Figura 3.14 - Esquematico de uma maquina de moldacao de polimeros por injecdo. Adaptado de [26].

a) Cavidade Placa mével b) Material

fundido
Valvula de
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Solidificacio ) Peca
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a préxima injecéo

D AT = —/ -7
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Figura 3.15 - Ciclo de injecao: a) fecho do molde; b) injecdo do material fundido na cavidade; c) retracdo do
parafuso; d) abertura do molde e remocéo da peca. Adaptado de [26].
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As pecas a serem moldadas por injecao devem ser cuidadosamente projetadas para
facilitar o processo de moldacao. O material, a forma e as caracteristicas da peca, o material e 0
desjgn do molde, e as propriedades da maquina de moldacao devem ser todos levados em conta.
E essencial ter em consideracdo a quantidade de pecas a fabricar, uma vez que este processo
utiliza um sistema de fabrico complexo e caro, ndo sendo rentavel para pequenos lotes de fabrico
[18], [28].

A microfundicdo é um processo de fundicdo por modelo perdido que utiliza metal fundido,
vazado num molde microestruturado, para a producdo de pecas pequenas a uma escala muito
reduzida. O processo é capaz de fabricar estruturas complexas, é economicamente eficiente para

producdo em massa e requer maquinagem subsequente minima [25], [29].

3.5 Microfundicao

A técnica de fabrico de microfundicdo pode ser considerada um processo de fundicéo de
precisao, onde os modelos de cera/plastico sao convertidos em pecas solidas de metal de
dimensdes reduzidas. A microfundicdo tem sido aplicada com sucesso no fabrico de instrumentos
cirurgicos, de dispositivos odontologicos, instrumentos para a biotecnologia e dispositivos
miniaturizados para a engenharia mecanica. A Figura 3.16 mostra as etapas do processo de

microfundicao [25], [29].

a) b) c) d) €)

Figura 3.16 - Etapas do processo de microfundicdo: a) fabrico do modelo; b) modelo incorporado no molde
ceramico; ¢) molde ceramico (cavidade vazia); d) molde ceramico preenchido por metal fundido; e) peca fundida [29].

O molde ceramico comeca com o fabrico do modelo. O modelo original pode ser feito em
diversos materiais, como cera, argila, plastico, etc. Os modelos geralmente de plastico, fabricados
por moldacao por injecao, sao depois incorporados num bloco de gesso. Podem ser criadas

“arvores”, onde os modelos sao montados num canal central para aumentar a taxa de producao.
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Apds a secagem, o molde ceramico € sujeito a um ciclo térmico para remover o teor de agua e
promover a resisténcia mecanica. Durante esta fase, 0 modelo é perdido, devido a fuséo e pirdlise,
criando uma cavidade vazia que corresponde ao modelo final que se destina a producao. Por fim,
0 molde ceramico pré-aquecido é preenchido com metal fundido por pressdo a vacuo ou por forca
centrifuga. Apos a solidificacdo, o molde ceramico é removido mecanicamente sem destruir ou
danificar a superficie da peca fundida. Apés remover o molde, a estrutura fundida é limpa e as
pecas fundidas sao separadas do sistema de enchimento. Dependendo da liga metalica utilizada
e do material do molde ceramico podem ser necessarios processos adicionais de limpeza quimica
[25], [29]. Esta técnica tem a vantagem de ser um processo simples, oferecendo uma alta taxa
de utilizacdo de material com a possibilidade de moldar formas complexas em grandes
quantidades a um custo relativamente baixo. Existem algumas diferencas importante entre a
microfundicéo e o processo bem conhecido de modelo perdido para pecas em macro escala. Na
microfundicado sdo usados modelos complexos, em vez dos modelos em casca mais comuns para
as pecas maiores. O enchimento dos moldes microestruturados é melhorado pelo
pré-aquecimento do molde e pela aplicacdo de uma forca externa ao metal fundido, para obter um
enchimento completo do molde. Para tal, o vazamento pode ser realizado pelo processo de
microfundicdo a vacuo ou pelo processo de microfundicdo centrifuga. A primeira técnica usa a
combinacao de trés etapas: remocao do ar das cavidades do molde (pressao a vacuo); vazamento
do metal fundido no molde; aplicacdo de uma pressdo ao metal fundido para preencher todas as
cavidades finas, tipicas dos moldes de microfundicdo. Na segunda técnica ¢ utilizada a forca

centrifuga para o enchimento do molde (Figura 3.17) [25], [30].

a)

[ Molde

Recipiente
a vacuo

b) Metal fundido

>

Cadinho

Molde

Metal
fundido

Cadinho L Contrapeso

1 Braco .

centrifuge

Figura 3.17 - Esquematico do processo de microfundicédo: a) a vacuo; b) centrifuga. Adaptado de [25].
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A técnica de fabrico dos modelos influencia diretamente a rugosidade superficial e a
precisao dimensional dos modelos, que se refletem na qualidade da superficie e na precisao
dimensional da peca final fundida. A abordagem mais comum no fabrico de modelos para
microfundicdo é a micromoldacao por injecdo. Para reduzir o tempo de desenvolvimento do
produto e reduzir o custo de fabrico, as técnicas de prototipagem rapida vieram revolucionar
completamente o processo de fabrico dos modelos para a microfundicdo. Nos ultimos anos, com
o surgimento e disseminacdo da técnica de FDM, tornou-se popular o uso dos filamentos padrao
de PLA (acido polilatico) para produzir de forma rapida e barata os modelos para a microfundicao

[29].
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4 Trabalho experimental e resultados

Neste capitulo serao apresentados o trabalho experimental e a discussao dos resultados
obtidos nos ensaios de terapéutica fotodindmica e no processo de fabrico de um pequeno

reservatorio de paredes finas por microfundicao.

4.1 Terapéutica Fotodinamica
4.1.1 Agente fotossensivel

A temoporfina ou mTHPC (Foscare), PS utilizado nos ensaios laboratoriais, € um dos mais
potentes PSs de segunda geracdo atualmente disponiveis. Este PS necessita de uma pequena
dose (0.15 mg/kg) e de uma pequena fluéncia de luz (5 - 20 J/cm2) para obter uma resposta
robusta [1]. Uma reduzida fluéncia de luz constitui uma grande vantagem para a realizacdo da
TFD utilizando uma fonte de luz presente num DIMIM auténomo com limitacdes energéticas (como
é 0 caso da CE), uma vez que reduz o tempo de tratamento para poucos minutos. E normalmente
utilizada uma taxa de fluéncia de 100 mW/cmz. O seu mecanismo de acdo é baseado na morte
celular direta e na destruicdo da vasculatura. Tem uma estrutura quimica bem definida e esta
disponivel com 98 % de pureza. Além disso, apresenta também um grande coeficiente de extincao
molar na regidao do vermelho, a 652 nm, garantindo uma boa penetracdo no tecido, e um alto
rendimento quéantico de oxigénio singleto [2]. A Figura 4.1 apresenta a estrutura quimica e o

espectro de absorcdo do mTHPC.
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Figura 4.1 - Estrutura quimica e espectro de absorcdo do mTHPC com dois picos principais a 420 e 652 nm.
Adaptado de [3].
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O mTHPC foi gentilmente cedido pela Biolitec research GmbH (Jena, Alemanha). Para os
testes experimentais em culturas de células, foram preparadas quatro solucdes de stock (0.5, 1,
5 e 10 mg/ml) dissolvendo o p6 de mTHPC em metanol. Posteriormente foi realizada uma diluicéo
1:1000 em meio completo de cada uma das solucdes de sfock, obtendo-se as concentracdes

finais de 0.5, 1, 5 e 10 pg/ml.

4.1.2 Fonte de luz

A fonte de luz ideal para os ensaios experimentais deve emitir luz vermelha com um
comprimento de onda central proximo do comprimento de onda de maxima absorcdo do mTHPC
na regido vermelha do espectro, ou seja 652 nm. Para tal, foi medido o espectro de emissédo de
trés LEDs de alto brilho comerciais cuja folha técnica indicava valores proximos dos 652 nm de
comprimento de onda central: WP813SRC/F e WP7113SURC/E da Aingbright Electronic Co. Ltd.
e TLDR5800 da Vishay Intertechnology Inc.

O espectro de emissao dos LEDs vermelhos foi obtido recorrendo a um sistema ético para
a caracterizacdo de LEDs. Este sistema era constituido por: um monocromador (Orie/
Cornerstone™ 260 1/4 m, Newport), uma fibra otica (77533, Newport), um detetor fotodiodo
(71675, Newport), um medidor de poténcia otica (/918-R, Newport) e um sistema de aquisicao
de dados. A fonte de luz foi colocada na entrada do monocromador. A fibra 6tica conduziu o feixe
de luz da saida do monocromador até ao fotodiodo, que estava conectado ao medidor de poténcia
otica. O monocromador e o medidor de poténcia otica estavam ligados a um computador que
permitiu a recolha dos dados, através do programa de aquisicdo. A Figura 4.2 mostra o diagrama

de blocos do sistema otico usado para caracterizar os LEDs.

Fibrel otica
Fonte v’ Medidor de
» M d Fotodetet > .
de luz onocromador _/z/\, otodetetor poténcia tica
» Computador

Figura 4.2 - Diagrama de blocos do sistema 6tico para a caraterizacdo dos LEDs.
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A Figura 4.3 mostra os espectros de emissdo relativos dos LEDs WP813SRC/F,
WP7113SURC/E e TLDR5800.
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Figura 4.3 - Espectros de emissao relativos dos LEDs WP813SRC/F, WP7113SURC/E e TLDR5800. A linha
vermelha representa o comprimento de onda de méxima absor¢cdo do mTHPC na regido do vermelho (652 nm).

O comprimento de onda central, a transmitancia relativa a 652 nm e o FWHM (Full Width
at Half Maximum) dos espectros de emissdo dos LEDs caracterizados sao apresentados na
Tabela 4.1. Como os LEDs nado sdo monocromaticos, i.e. ndo emitem luz com um Uunico
comprimento de onda, a radiacdo emitida tem uma largura espectral. O FWHM ¢ a largura de
banda para a qual o valor de poténcia 6tica decresce para metade do seu valor maximo. Para uma
melhor ativacdo do mTHPC durante a TFD, a fonte de luz vermelha deve maximizar a emissao de
luz nos 652 nm. Assim, e como os LEDs ndo sdo monocromaticos, um pequeno FWHM garante

uma maior emissao de luz nos comprimentos de onda proximos do comprimento de onda central.

Tabela 4.1 - Comprimento de onda central, transmitancia relativa a 652 nm e FWHM dos LEDs WP813SRC/F,
WP7113SURC/E e TLDR5800

Comprimento de onda central (nm) Transmitancia relativa a 652 nm FWHM (nm)
WP813SRC/F 649 96 % 28
WP7113SURC/E 653 99 % 25
TLDR5800 667 45 % 25
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Dos LEDs caracterizados, aquele que apresenta um comprimento de onda central mais
proximo dos 652 nm (e consequentemente maior transmitancia relativa a 652 nm) e uma menor
largura espectral ¢ o WP7113SURC/E. Este foi o LED escolhido para ser usado nos ensaios /n vitro
de TFD em cultura de células tumorais.

Para maximizar a area irradiada, i.e. para irradiar o maior nimero de pocos das placas de
cultura de células de 96 pocos, foi montada uma fonte de luz planar com 30 LEDs vermelhos

WP7113SURC/E (Figura 4.4).

Figura 4.4 - Fonte de luz vermelha utilizada nos ensaios experimentais de cultura de células tumorais.

A poténcia de luz por area ou taxa de fluéncia desta fonte de luz foi medida com um
medidor de poténcia 6tica a aproximadamente 15 mm do detetor. Esta é a distancia minima entre
as células e a fonte de luz nos ensaios /n vitro, definida pelo contacto fisico da fonte de luz com
as placas de cultura. A taxa de fluéncia de luz a 653 nm foi de 11 mW/cmz. Os ensaios de TFD
recorrendo ao mTHPC utilizam normalmente taxas de fluéncia de luz mais elevadas, préximas dos
100 mW/cmz. Contudo, como referido no Capitulo 2, existem varios estudos que relatam que a
utilizacéo de baixas taxas de fluéncia de luz é benéfica para a eficacia da TFD. Sabendo que quanto
maior a corrente elétrica nos LEDs, maior é a sua intensidade luminosa, a taxa de fluéncia de luz
foi determinada com os LEDs na sua maxima intensidade de luz, i.e. com o valor maximo de
corrente elétrica (de acordo com a folha técnica), respeitando o valor de tensdo maxima aos seus
terminais.

Foi construida uma estrutura de suporte em aluminio para posicionar a fonte de luz sobre

a placa de cultura de 96 pocos (Figura 4.5).
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Figura 4.5 - llustracdo da estrutura de suporte para posicionar a fonte de luz sobre a placa de cultura de 96 pocos
durante os ensaios /n vitro.

Esta estrutura é composta por parafusos, fixadores e suportes, que permitem o
deslocamento e posicionamento da fonte de luz nos trés eixos coordenados, e por quatro
retentores de posicdo que fixam a placa de cultura a base da estrutura. Uma placa preta de
aluminio atua como base da estrutura e impede a reflexdo da luz de volta para os pocos. A

Figura 4.6 mostra a imagem real da estrutura com a fonte de luz usada nos ensaios experimentais.
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Figura 4.6 - Imagem real da estrutura com a fonte de luz usada nos ensaios experimentais.

A fonte de luz foi posicionada por cima dos 5 x 3 pocos centrais (coluna x linha) para
assegurar uma homogeneidade da taxa de fluéncia de luz. A taxa de fluéncia de luz de cada poco
iluminado foi medida com o medidor de poténcia ética. Os 5 x 3 pocos centrais considerados nos

ensaios experimentais mostraram valores de taxa de fluéncia de luz semelhantes.

4.1.3 Cultura de células

Para estudar a influéncia da fluéncia de luz e da concentracdo de mTHPC na viabilidade
celular nos ensaios fotodinamicos mediados pelo mTHPC a uma taxa de fluéncia de luz baixa,
foram utilizadas duas linhas celulares tumorais humanas, a RKO (carcinoma do célon humano) e
a HCT-15 (adenocarcinoma do colon humano).

De um modo geral, as células requerem um ambiente estéril, componentes nutricionais e
um pH e temperatura estaveis. O meio de cultura & um fator importante, uma vez que permite o
acesso a nutrientes e a fatores de crescimento e a regulacdo do pH e da pressdo osmotica. Os
nutrientes permitem que as células produzam proteinas e outros elementos essenciais ao seu
crescimento e funcionamento, e energia necessaria para o seu metabolismo. Atualmente existem
varias formulacdes de meios de cultura disponiveis, de acordo com o tipo de cultura com que se
esta a trabalhar. A temperatura do meio deve ser o mais préxima possivel do dador, entre 36 e

37 °C para os mamiferos.
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Todas as experiéncias foram realizadas em ambiente assético numa camara de fluxo
laminar vertical.

As linhas celulares RKO e HCT-15 foram mantidas em cultura de células aderentes em
meio DMEM (Dulbecco’s Modlified Eagle’s Medium) (Gibco, Invitrogen, EUA) e RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute) (Gibco, Invitrogen, EUA), respetivamente, com indicador vermelho de fenol
e suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal de bovino (FBS) (Gibco, Invitrogen, EUA)e 1 % (v/V)
de penicilina/estreptomicina (/nvitrogen, EUA), na incubadora a 37 °C, numa atmosfera humida

com 5 % de CO, até atingirem o seu tamanho exponencial.

4.1.4 Ensaios in vitro

Depois das células atingirem o seu tamanho exponencial, aspirou-se 0 meio de cultura de
cada caixa de cultura. Adicionou-se o meio de lavagem (PBS, Phosphate Buffered Saline, 1 ml) e
apods a sua remocao adicionou-se tripsina (500 pl). A caixa de cultura foi incubada a 37 °C durante
10 minutos para desagregacao das células. Adicionou-se 1 ml de meio de cultura para inativar a
tripsina. Pipetou-se a suspensao celular para um tubo de 7a/con estéril para centrifugar (900 rpm,
5 minutos). Retiraram-se 10 pl de suspensao e adicionaram-se 10 pl de solucao de azul tripano
para contagem do numero de células viaveis numa camara de Neubauer. Cada linha celular foi
plagueada numa densidade apropriada (6x10° células RKO/100 pl/poco; 7.5x10: células
HCT-15/100 pl/pogo) numa placa de 96 pocos e incubada a 37 °C numa atmosfera com 5 % de
CO, durante 72 horas. O meio de cultura foi depois aspirado e as células foram incubadas com
100 pl de mTHPC (0.5, 1, 5 e 10 pg/ml) durante 24 horas. Depois, as células foram lavadas duas
vezes com PBS e foi adicionado 100 ul de meio de cultura fresco. As placas de cultura foram
irradiadas, em ambiente escuro, com luz vermelha a 653 nm com uma fluéncia de luz de 2.5, 5
ou 10 J/cm? e uma taxa de fluéncia de luz de 11 mW/cmz. O tempo de irradiacao de cada placa
de cultura é dado pela divisdo da fluéncia de luz pela taxa de fluéncia de luz (equacao 2.3).
Portanto, os tempos de irradiacao foram aproximadamente 3 minutos e 47 segundos, 7 minutos
e 35 segundo e 15 minutos e 9 segundos para as fluéncias de luz de 2.5, 5 e 10 J/cmz,
respetivamente.

A Figura 4.7 mostra os ensaios fotodinamicos realizados nas placas de cultura de 96

pocos com a fonte de luz e a estrutura desenvolvidas para os ensaios /n vitro.
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Figura 4.7 - Irradiacao das placas de cultura de 96 pocos, no escuro, com a fonte de luz e a estrutura apresentadas
na Figura 4.6.

Foram usadas 4 placas de cultura, uma para cada fluéncia de luz (2.5, 5e 10 J/cm?) e
uma sem irradiacdo de luz (0 J/cmz, para ser usada como controlo). Cada placa de cultura tem o
controlo sem mTHPC (concentracao de O ug/ml) e as concentracées de mTHPC de 0.5, 1, 5 e
10 pg/ml, em triplicado. A Figura 4.8 mostra a disposicdo dos pocos de controlo e das

concentracées de mTHPC na placa de cultura de 96 pocos.

Figura 4.8 - Disposicédo dos pocos de controlo (C, O pg/ml) e das concentracdes de mTHPC (0.5, 1, 5 e 10 pg/ml)
na placa de cultura de 96 pocos.
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4.1.5 Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade das células foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium). Este ensaio utiliza o composto MTS que
¢ reduzido a um composto colorido, o formazan, pela acao da enzima desidrogenase mitocondrial
das células viaveis (Figura 4.9). A quantidade de produto produzido (refletida na mudanca de cor)
¢ diretamente proporcional ao numero de células vivaveis, podendo ser medida em termos de
absorvancia em torno dos 490 nm, comprimento de onda para o qual a absorcdo do formazan é

maxima.

Células viaveis

!

Enzima desidrogenase
mitocondrial

Figura 4.9 - Ensaio colorimétrico MTS.

A quantidade de células adicionadas a cada poco foi baseada nas curvas anteriores de
calibracédo de absorvancia das duas linhas celulares. Apds a irradiacdo das placas com luz
vermelha a 653 nm, foi adicionado a cada po¢o 10 ul de MTS. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 1 horas para permitir a metabolizacdo do MTS. Terminado o tempo de incubacao, foi
medida a absorvancia dos pocos a 490 nm usando um Varioskan™ Flash Multimode Reader
(Thermo Scientific™). A absorvancia de fundo foi também medida e subtraida aos valores de
absorvancia do ensaio MTS. A Figura 4.10 e Figura 4.11 mostram, respetivamente, as placas de

cultura das células RKO e HCT-15 apos a incubacao do MTS.
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Figura 4.10 - Placas de cultura das células RKO apds incubacdo do MTS para uma fluéncia de luz de: a) 0 J/cmz;
b) 2.5 J/cmz; ¢) 5 J/cmz d) 10 J/cmz.

Figura 4.11 - Placas de cultura das células HCT-15 apds incubagao do MTS para uma fluéncia de luz de: a) 0 J/cmg;
b) 2.5 J/cmz; ¢) 5 J/cmz d) 10 J/cme.

Os resultados experimentais sdo apresentados como média + desvio padrao para trés

ensaios independentes. A viabilidade celular foi normalizada ao controlo.
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absorvancia da amostra 8
absorvancia do controlo

Viabilidade celular (%)= 100 (4.1)

A Figura 4.12 e Figura 4.13 mostram, respetivamente, a viabilidade celular das linhas
celulares RKO e HCT-15 resultante dos ensaios de TFD usando diferentes concentracdes de

mTHPC e diferentes fluéncias de luz, a uma taxa de fluéncia de luz constante de 11 mW/cm2.
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Figura 4.12 - Viabilidade das células RKO: a) normalizada ao controlo sem mTHPC (0 pg/ml) para cada fluéncia
de luz; b) normalizada ao controlo sem irradiacdo (0 J/cm?) para cada concentracdo de mTHPC.
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Figura 4.13 - Viabilidade das células HCT-15: a) normalizada ao controlo sem mTHPC (0 ug/ml) para cada fluéncia
de luz; b) normalizada ao controlo sem irradiacdo (0 J/cm?) para cada concentracdo de mTHPC.

Como os dados da Figura 4.12a e Figura 4.13a foram normalizados ao controlo da
concentracdo de mTHPC, estes graficos permitiram avaliar a influéncia da concentracao de
mTHPC nos valores da viabilidade celular. Por outro lado, quando os dados foram normalizados
para o controlo da fluéncia de luz (Figura 4.12b e Figura 4.13b), os graficos permitiram avaliar a
influéncia da fluéncia de luz nos valores da viabilidade celular.

Na auséncia de luz, ou seja sem irradiacao de luz (0 J/cm?), verificou-se que a exposicao

ao mTHPC levou a aproximadamente 30 % de toxicidade nas células RKO incubadas com
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10 pg/ml de concentracdo de mTHPC (Figura 4.12a). As outras concentracdées de mTHPC néo
revelaram toxicidade no escuro nas células RKO. Quando expostas a luz, as diferentes
concentracées de mTHPC levaram a valores similares de viabilidade celular. No entanto, a
concentracdo de mTHPC de 1 pg/ml levou aos menores valores médios de viabilidade celular.

A Figura 4.12b revelou que a luz por si s6 nao tem atividade citotoxica nas células RKO,
uma vez que os valores de viabilidade celular para a condicdo sem mTHPC permaneceram em
torno dos 100 %. Para as outras concentracoes de mTHPC, as diferentes fluéncias de luz levaram
a valores semelhantes de viabilidade celular. No entanto, a fluéncia de luz de 2.5 J/cm2 levou aos
menores valores médios de viabilidade celular para as concentracdes de 1, 5 e 10 ug/ml de
mTHPC.

A Figura 4.13a mostrou toxicidade no escuro para a maior concentracdo de mTHPC (cerca
de 15 %) nas células HCT-15. As outras concentracdes de mTHPC mostraram uma viabilidade
celular muito préxima de 100 % na auséncia de luz, revelando que o mTHPC a baixas
concentracdes, nao ativado pela luz, ndo é citotdxico. Para as outras fluéncias de luz, a menor
concentracdo de mTHPC (0.5 pg/ml) apresentou os maiores valores de viabilidade celular,
enquanto as demais concentracdes de mTHPC apresentaram valores similares de viabilidade
celular.

Similarmente ao que aconteceu com as células RKO, a viabilidade das células HCT-15 na
auséncia de mTHPC (0 pg/ml) é de aproximadamente 100 % (Figura 4.13b). Para a menor
concentracdo de mTHPC (0.5 pg/ml), um aumento da fluéncia de luz resultou numa diminuicdo
da viabilidade das células HCT-15. Para as outras concentracdes de mTHPC, as diferentes
fluéncias de luz levaram a valores semelhantes de viabilidade celular.

Para além dos testes /i vitro, foram também realizados testes preliminares na membrana
corioalantdica do embrido de galinha (CAM, do inglés Chorioallantoic Membrane) para avaliar a
TFD mediada pelo mTHPC num modelo animal (ver Anexos). A composicdo do tecido e a
acessibilidade da CAM para manipulacdo experimental, torna-a um atraente modelo pré-clinico
in vivo para triagem de drogas e/ou para estudos de crescimento vascular. Este modelo permite
o crescimento de células tumorais, aplicadas como uma suspensao na superficie da membrana,
que se tornam tumores que desenvolvem o seu proprio suprimento de sangue através do processo
de angiogénese (semelhante aos tumores reais em ratos). Quando comparado com os estudos
em ratos de laboratorio, os estudos na CAM sdo mais rapidos, mais baratos e ndo tem controlos

regulatérios (sem problemas éticos).
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4.1.6 Prototipo da CE para a TFD

A capsula terapéutica para a realizacao da TFD foi projetada tendo dois lados funcionais
(Figura 4.14). O lado redondo é constituido pelo sistema 6tico da CE convencional, composto pelo
sensor de imagem CMOQOS, por quatro LEDs brancos e por lentes focais. O lado planar (oposto ao
redondo) constitui 0 mddulo terapéutico, composto por um fonte de luz vermelha. Esta fonte de
luz vermelha deve ser de pequenas dimensdes, com elevada intensidade luminosa e de baixo
consumo. A extremidade planar permite diminuir a distancia entre a fonte de luz vermelha e o
tecido alvo a ser tratado, diminuindo assim a poténcia luminosa necessaria. Durante a
administracdo da luz ao tecido alvo é utilizado o controlo magnético da locomocao da CE para que

a CE permaneca imobilizada [4].

a)

Figura 4.14 - |dealizacdo da capsula com dois lados funcionais para a realizacdo da TFD: a) lado planar; b) lado
redondo.

A fonte de luz a ser integrada na capsula é constituida por uma matriz de 8 LEDs
vermelhos SMD (Surface Mount Device) 0402 hiper brilhantes com a referéncia LR QH9F da
OSRAM Opfo Semiconductors. Estes LEDs foram escolhidos pelas reduzidas dimensdes e pelo
reduzido consumo de corrente (15 mA). As dimensdes destes LEDs sdo semelhantes as dos LEDs
brancos da CE: 1mm de comprimento, 0.5 mm de largura e 0.4 mm de altura. A matriz de LEDs
foi montada num suporte de dupla face com aproximadamente 10.5 mm de didametro e 1 mm de

espessura (Figura 4.15), segundo o esquematico apresentado na Figura 4.16.
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Figura 4.15 - Suporte para a montagem da matriz de LEDs: a) vista superior sem LEDs; b) vista inferior (conexéo
da bateria); c) vista superior com os LEDs montados; d) matriz de LEDs ligados.
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Figura 4.16 - Esquematico geral da fonte de luz.

O espectro de emissdo do LED LR QH9F (Figura 4.17) foi obtido recorrendo ao sistema

otico apresentado na Figura 4.2.
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Figura 4.17 - Espectro de emisséo relativo do LED LR QH9F. A linha vermelha representa o comprimento de onda
de méaxima absorcdo do mTHPC na regido vermelha (652 nm). O comprimento de onda central é de 642 nm, a
transmitancia relativa a 652 nm é de 50.14 % e o FWHM é de 23 nm.

A taxa de fluéncia da fonte de luz (8 LEDs LR QH9F) foi medida com um medidor de
poténcia otica. A taxa de fluéncia de luz a 642 nm ¢ de 14 mW/cmz O comprimento de onda
central do espectro de emissao do LED LR QH9F encontra-se nos 642 nm, ou seja, 10 nm abaixo
do comprimento de onda de maxima absorcdo do mTHPC na regido do vermelho. E possivel
deslocar o valor central do espectro de emissao do LED LR QH9F para o comprimento de onda de
maxima absorcdo do mTHPC, através da utilizacao de filtros oticos (e.g. filtros éticos baseados em
filmes finos) sobre a matriz de LEDs. Estes filtros refletem determinados comprimentos de onda e
transmitem outros, permitindo assim a transmissao de comprimentos de onda numa faixa estreita,
em torno de um comprimento de onda especifico. Contudo, a utilizacdo de filtros 6ticos resulta
numa diminuicdo dos valores transmitidos, i.e. a transmitancia com o filtro 6tico a 652 nm seria
inferior a 50.14 % (transmitancia relativa sem filtro 6tico). Observando o espectro de absorcao do
mTHPC (Figura 4.1) verifica-se que a absorvancia ndo é nula para os comprimentos de onda
proximos do pico de absorcao a 652 nm. Portanto, optou-se pela ndo utilizacdo de filtros éticos,
uma vez que a sua utilizacdo, apesar de centrar o comprimento de onda nos 652 nm, diminuiria
a taxa de fluéncia da fonte de luz. Contudo, a utilizacéo de uma fonte de luz com um comprimento
de onda central diferente dos 652 nm torna dificil administrar uma fluéncia de luz exata na ativacao
do mTHPC.

Com vista a aumentar a capacidade energética da nova capsula, devido a necessidade de

alimentar os novos LEDs vermelhos, as baterias da CE convencional foram substituidas por uma
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Duracell DL1/3N. A CE convencional possui duas baterias Energizer 399 de o6xido de prata. As
duas baterias em série tém uma tensdo de 3.1 V e uma capacidade de 54 mAh. A nova bateria
tem uma tensdo de 3 V e uma capacidade de 160 mAh (aproximadamente trés vezes mais que
as baterias anteriores). Esta alteracao de baterias refletiu-se num aumento das dimensdes da nova

capsula (Figura 4.18).

A Figura 4.19 mostra a imagem real do protétipo da nova capsula para a realizacdo da

TFD.

Figura 4.18 - Dimensdes da CE convencional (esquerda) e da nova capsula para a realizacao da TFD (direita).

Figura 4.19 - Imagem real do protdtipo da nova capsula para a realizacdo da TFD. Fonte de luz vermelha ativada
na presenca de campo magnético.
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Giuseppe Tortora et al. [5] apresentou um dispositivo para o tratamento da bactéria
Helicobacter pylori. Este dispositivo consiste numa capsula ingerivel com uma fonte de luz para
realizar a TFD pela excitacdo dos agentes fotossensiveis naturais que a Helicobacter pylori
naturalmente possui. Neste estudo, os autores realizaram a TFD com uma fluéncia de luz de
9 - 16 J/cm2 e uma taxa de fluéncia de luz de 5 - 8.9 mW/cmz, correspondendo a um tempo de
tratamento de 30 minutos. A fluéncia de luz pretendida (16 J/cm?) sé ¢ atingida usando 3 - 17
capsulas.

A TFD mediada pelo mTHPC, utilizando uma fluéncia de luz de 2.5 J/cm? e uma taxa de
fluéncia de 14 mW/cmz, reduz o tempo de tratamento da TFD para aproximadamente 3 minutos.
Um tratamento mais rapido requer menos capacidade da bateria e, consequentemente, um menor
numero de capsulas. Estima-se que uma capacidade de carga de aproximadamente 10 mAh, com
uma corrente de 120 mA, seja necessaria para realizar a TFD mediada pelo mTHPC com pequenos

LEDs vermelhos a 14 mW/cmz de taxa de fluéncia de luz e 2.5 J/cm2 de fluéncia de luz.

4.2 Fabrico do reservatorio de argon
4.2.1 Design do reservatério

Como referido anteriormente, a realizacdo do PAN pela CE requer o fabrico de um
reservatorio de gas (argon), para ser integrado na CE. A CE é um dispositivo médico de reduzidas
dimensodes, no qual a gestao do espaco interno é uma questao critica. Para evitar comprometer
as dimensdes da CE, é necessario um reservatorio de argon de pegueno volume.

O volume é uma das trés varidveis de estado dos gases, as outras sdo a pressdo e a
temperatura. A lei dos gases ideais relaciona a pressao, o volume e a temperatura com o nimero

de moles do gas:

PV =n.RT, (4.2)

onde P é a pressao do gas (atm), V é o volume do gas (L), n € o numero de moles do gas, R é a
constante universal dos gases (0.08206 L.atm.mol*.K?) e T é a temperatura absoluta do gas (K).
Esta lei declara que, se o volume e a temperatura de uma quantidade fixa de gas ndo se alteram,
a pressao também permanece constante [6].

De acordo com a lei de Boyle, se a temperatura ¢ mantida constante, o volume de uma

determinada quantidade de gas ¢ inversamente proporcional a pressao, i.e. 0 produto da pressao
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e do volume é uma constante [6]. Para comparar a mesma substancia em dois conjuntos

diferentes de condicoes, a lei € expressa por:

P1-V1 = P2'V2’ (4.3)

onde P, e V, representam a pressao e o volume originais do gas, respetivamente, e P, e V,
representam a pressao e o volume do gas para a segunda condicao, respetivamente.

O fluxo de gas utilizado na técnica de PAN ¢ inferior a 0.4 L/min (6.67 mL/s). Assumindo
um fluxo de argon de 3.3(3) mL/s (0.2 L/min) durante 1 segundo, o volume de argon utilizado no
tratamento seria de 3.3(3) ml ou 3333 mm: (1 atm, 37 °C). Para os calculos do volume do
reservatorio de argon, foi utilizada uma pressao de 7 atm e uma temperatura de 37 °C no interior
do reservatdrio de argon. A mesma temperatura, e sabendo que a quantidade de matéria (n) ¢ a

mesma, o volume do reservatorio de argon é dado por:

PV, =P,V &1x3333=7xV, &V, =476.1mm’ (4.4)

Portanto, o volume do reservatério de argon a uma pressao de 7 atm para realizar o PAN
com um fluxo de 0.2 L/min durante 1 segundo é aproximadamente 476 mmz. A Figura 4.20
apresenta a geometria e as dimensdes do reservatorio de argon para implementar no interior da

CE. A geometria do reservatdrio de argon corresponde a forma das CEs convencionais.

1,80

Figura 4.20 - Geometria e dimensdes (em mm) do reservatdrio de argon proposto.
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4.2.2 Simulacdes FEM

Foram realizadas simulacées numéricas FEM (Finite Element Methods) para estudar o
comportamento estrutural do reservatério e para prever a espessura minima da cavidade do
reservatorio para suportar a pressao pretendida. Foram simulados reservatorio com trés
espessuras diferentes: 0.2, 0.4 e 0.6 mm. Os reservatérios de argon simulados eram compostos
por uma liga de aluminio. Foi gerada uma malha tridimensional com 2951 elementos e 5898 nos.
Foi considerada uma pressao no interior do reservatorio de 7 atm (709.275 Pa) e uma
temperatura externa de 37 °C (temperatura do corpo humano). A Figura 4.21, Figura 4.22 e
Figura 4.23 mostram os resultados das simulacées FEM para a deformacdo total e a tenséo

equivalente do reservatorio de aluminio com 0.6, 0.4 e 0.2 mm de espessura, respetivamente.

b)

A: Static Structural

Equivalent Stress

Type: Equivalent (von-Mises) Stress
Unit: Pa

a)

A: Static Structural
Total Deformation
Type: Total Deformation
Unit: m

1,20977e-5 Max 3,9322e7 Max
1,07582¢-5 3,5086¢7

9,41864¢-6 3,0851e7

8,07911e-6 2,6615¢7

6,73958e-6 2,23797

5,40005¢-6 1,8143¢7

4,06051¢-6 1,3907¢7

2,72098¢-6 9,6711e6

1291460 0 0,005 0,01 (m) /135266 0 0,005 0,01 (m)
4,19187e-8 Min T ) 1,1994e6 Min I S ]

0,005 0,0075 0,0025 0,0075

Figura 4.21 - Simulacdo do reservatorio de aluminio com 0.6 mm de espessura a uma pressdo de 7 atm:
a) deformacéo total; b) tenséo equivalente.

a) b)
A: Static Structural
Total Deformation
Type: Total Deformation
Unit: m

A: Static Structural

Equivalent Stress

Type: Equivalent (von-Mises) Stress
Unit: Pa

3,20732e-5 Max 1,5697e7 Max

2,85160e-5 67337
2,49588¢-5 5,8962¢7
2,14016e-5 5,0595¢7
1,78445¢-5 4,2227¢7
1,42873e-5 3,38597
1,07301e-5 2,5492¢7
7,1729%e-6 1,7124e7
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5,85733e-8 Min % 0‘005— o 3,8911e5 Min 0_ 0,005_ 0.1 (m)
0,0025 0,0075 0,0025 0,0075

Figura 4.22 - Simulacdo do reservatorio de aluminio com 0.4 mm de espessura a uma pressdo de 7 atm:
a) deformacéo total; b) tenséo equivalente.
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a)

A: Static Structural
Total Deformation
Type: Total Deformation
Unit: m

1,08300e-4 Max
9,62731e-5
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6,01909¢-5
4,81636¢-5
3,61362e-5
2,41088e-5
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b)

A: Static Structural
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Type: Equivalent (von-Mises) Stress
Unit: Pa

1,5749e8 Max
1,4028e8
1,2306e8
1,0584¢8
8,8624e7
7,1407e7
54197
3,6073e7
1,9756e7
2,5385e6 Min

0,005 0,01(m)

0,0075

Figura 4.23 - Simulacdo do reservatorio de aluminio com 0.2 mm de espessura a uma pressdo de 7 atm:
a) deformacéo total; b) tensdo equivalente.

A Tabela 4.2 apresenta os valores maximos de tensdo equivalente, de deformacéao total e

o fator de seguranca para os reservatorios de aluminio com 0.6, 0.4 e 0.2 mm de espessura.

Tabela 4.2 - Valores maximos de tensdo equivalente, deformacéao total e fator de seguranca para os reservatorios
de aluminio com 0.6, 0.4 e 0.2 mm de espessura

Espessura (mm) Tens&o (MPa) Deformacao (um) Fator de seguranca
0.6 39 12 7.2
0.4 76 32 3.7
0.2 160 108 1.8
Méaximo admissivel 280 200 15

A Figura 4.24 mostra a variacdo da deformacao total e da tensdo equivalente do

reservatorio de argon em relacdo a espessura da sua parede.
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Figura 4.24 - Variacdo da deformacéo total e da tensdo equivalente em relacdo a espessura da parede do
reservatorio.

Os resultados das simulacdes numeéricas revelaram que os pontos criticos, onde a
deformacao do reservatdrio foi mais elevada, estavam no centro da base do reservatorio. O valor
maximo da tensdo equivalente do reservatdrio de argon com a menor espessura (160 MPa) foi
inferior ao valor de tensdo de limite elastico da liga de aluminio (280 MPa). A tensdo de limite
elastico determina os limites de desempenho do material, uma vez que representa a tensao
maxima que pode ser aplicada sem deformacao permanente. Assim, a deformacao total reduzida
e a auséncia de deformacao permanente, a tensdo equivalente maxima, mostram que o
reservatorio de argon projetado com 0.2 mm de espessura consegue suportar uma pressao de

7 atm a 37 °C.

4.2.3 Fabrico do reservatorio por microfundicao

O reservatorio de argon foi fabricado pelo processo de microfundicao. Este processo de
fabrico é capaz de produzir, de forma precisa, estruturas pequenas e complexas na gama dos
micrometros, como é o caso do reservatério de paredes finas. O processo de microfundicao pode
ser considerado um processo de fundicdo de precisao, através do qual os modelos de PLA séo
convertidos em pecas solidas de metal de paredes finas, seguindo um processo de varias etapas.
Na Figura 4.25 estdo esquematizadas as principais etapas do processo de microfundicao para o

fabrico do reservatorio de argon.
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)

Figura 4.25 - Processo de microfundicéo: a) fabrico do modelo em PLA e montagem da arvore; b) producao do
molde ceramico; c) ciclo térmico; d) enchimento do molde ceramico assistido a vacuo (microfundicdo a vacuo);
e) peca fundida.

O processo para a obtencdo do molde ceramico comecou pela producdo do modelo em
PLA. Os modelos 3D do reservatério foram produzidos através do processo de fabrico aditivo de
FDM de PLA, utilizando uma impressora BCN3D Sigma (Figura 4.26a). Foram criados multiplos
modelos de PLA (arvore), montados num canal central, para aumentar a taxa de producéo

(Figura 4.26b).
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a)

Figura 4.26 - a) Modelo do reservatério em PLA com o canal de entrada no topo e o furo na base; b) mdultiplos
modelos de PLA (arvore).

Um frasco com o modelo em PLA foi preenchido com uma mistura de agua e gesso em
po (Ultra-Vest Ranson & Randolph, Maumee, Ohio, EUA) (proporcdo 40:100), para produzir o
molde ceramico. Este processo foi realizado sob pressao a vacuo e vibracdes para melhorar a
entrada da mistura de agua e po na cavidade no interior do modelo, usando um equipamento
Indu Mix 2 (Indutherm GmbH). As vibracdes asseguraram uma mistura sem bolhas, impedindo a
formacao de camaras-de-ar. Posteriormente, o molde ceramico foi submetido a um ciclo térmico
(Figura 4.27) num forno, para reduzir o teor de agua e aumentar a resisténcia mecanica. Este
tratamento térmico consistiu num aquecimento a 300 °C durante 3 horas, seguido por um
aquecimento a 1.6 °C/min até aos 730 °C. Seguiu-se a este periodo uma fase isotérmica com
duracao de 3 horas, para aumentar a resisténcia mecéanica do gesso e eliminar o PLA do modelo
inserido no molde ceramico. Apds estes passos, a temperatura foi reduzida para a temperatura
do molde de fundicdo (400 °C). A remocdo do modelo em PLA do molde ceramico permitiu a
criacdo de uma forma vazia no seu interior, correspondendo ao modelo final destinado a producao

do reservatorio.

90



4 Trabalho experimental e resultados

Temperatura (°C)

......................................................................................................

Tempo (h)

Figura 4.27 - Ciclo térmico do molde ceramico.

Para a fundicdo e vazamento do metal no processo de microfundicdo a vacuo foi utilizado

um forno de inducao MC 15+ (Indutherm GmbH) equipado com um cadinho de carbeto de silicio

(SiC) com uma capacidade de 20 g de Al (Figura 4.28).

p;<0 [bar]

Figura 4.28 - Forno de inducdo para fundicdo e vazamento do metal no processo de microfundicao a vacuo:
a) cadinho de SiC; b) molde ceramico; c) Al fundido; d) termopar; e) cavidade no interior do molde ceramico.

A liga Al7SiMg (15 g) com 0.3 % de AI10Sr (modificador) e 0.2 % de AI5Ti1B (afinador de

grao) foi fundida e mantida no interior do cadinho a 720 °C durante 1 minuto para

homogeneizacao. Foram adicionadas as ligas-mae para modificacdo do silicio eutéctico e afinacao
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do grdo a-Al para melhorar as propriedades mecanicas e a fluidez. Durante o processo de fusao,
foi usada uma atmosfera de argon para evitar reacdes entre o fundido e o0 meio. Apds o processo
de fusao, foi realizado o vazamento das amostras com uma pressao a vacuo, para remocao do ar
das cavidades do molde ceramico. Imediatamente apos o vazamento foi aplicada uma pressao de
2 bar para garantir um enchimento completo do molde. Depois de 10 minutos de arrefecimento,
removeu-se 0 molde e a peca fundida foi limpa para extrair as particulas ceramicas (Figura 4.29a).

Removeu-se o sistema de enchimento, obtendo-se o reservatério pretendido (Figura 4.29b).

Figura 4.29 - a) Peca fundida resultante do processo de microfundicéo; b) reservatério final.

A utilizacao do processo de microfundicao no fabrico do reservatorio de argon exigiu uma
pequena alteracdo da geometria do reservatério apresentada na Figura 4.20. Foi necessario
introduzir um pequeno furo na base e um canal de entrada no topo do reservatorio (Figura 4.26a).
0 canal de entrada facilitou a unidao do modelo do reservatdrio ao sistema de enchimento. O furo
permitiu a entrada da mistura de agua e gesso no interior do modelo durante o processo de fabrico
do molde, formando assim a cavidade interna do reservatorio. A localizacdo e o diametro do furo
foram essenciais para a obtencdo de reservatério sem anomalias. Furos descentrados e de
diametros muito pequenos resultaram em reservatorios defeituosos (Figura 4.30). A Figura 4.31
mostra alguns exemplos de reservatérios com defeitos resultantes da utilizacdo de um furo de
diametro reduzido. Verificou-se que os modelos do reservatdrio com furos de didmetro inferior a

2.5 mm reproduziam reservatorios finais defeituosos.
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Modelo em PLA

Peca fundida

Regiao fragil
Molde ceramico

Figura 4.30 - llustracdo da utilizacdo de um furo de didmetro reduzido no processo de fabrico do reservatério por
microfundicdo. O modelo de PLA é convertido em pecas fundidas com defeito, uma vez que o furo de didmetro
reduzido resulta num suporte de gesso da cavidade interna fragil.

Figura 4.31 - Exemplos de reservatorios com defeitos resultantes da utilizacdo de um furo de didmetro reduzido.

A caracterizacao da microestrutura do material que constitui o reservatério final exigiu a
realizacdo de 4 etapas principais: montagem das amostras, preparacdo da superficie, ataque
quimico e observacao ao microscopico otico. Para a montagem das amostras, o reservatoério final
(Figura 4.29b) foi seccionado transversalmente, ao longo do seu eixo central, e mergulhado em
resina num pequeno reservatdrio de plastico. Apos a cura da resina foi realizada a preparacao da
superficie. Foram utilizadas lixas 300, 600, 1200 e 2400 de SiC. De seguida, foi realizado o
polimento das amostras com duas suspensoes de diamante de 6 um e 1 um e terminou-se com

uma suspensdo de silica. O polimento tem como objetivo alcancar uma superficie espelhada e
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isenta de marcas e risco. Apds a Ultima etapa do polimento da superficie, as amostras foram
sujeitas a um ataque quimico com o reagente de Keller, para revelar a sua microestrutura, e
lavadas em agua. Por fim, foi observada a microestrutura ao microscopio 6tico e medida a
espessura das paredes do reservatdrio. A Figura 4.32 mostra a seccao polida do reservatorio final

e a microestrutura da liga Al7SiMg a diferentes escalas.

250 ym

120 pm

Figura 4.32 - Espessura das paredes do reservatorio e microestrutura da liga AI7SiMg a diferentes escalas.

A espessura das paredes do reservatorio final difere da espessura esperada (200 um).
Esta diferenca deveu-se as tolerancias do processo de fabrico dos modelos em PLA. A observacéo
otica da microestrutura revelou homogeneidade e sanidade microestrutural, com estrutura bem
definida e sem porosidades, estando de acordo com o esperado.

A qualidade do acabamento superficial do reservatério final nao foi o ideal, devido as
camadas do modelo em PLA resultantes do processo de fabrico aditivo de FDM. A utilizacao de
uma resina epoxy (XTC-3D) de revestimento no modelo em PLA permite alcancar um acabamento
melhor da superficie externa do reservatorio (Figura 4.33). Contudo, a sua utilizacao resulta numa

alteracao das dimensoes originais definida no modelo sem revestimento.
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Figura 4.33 - Acabamento da superficie externa do reservatorio obtido a partir do modelo com revestimento
(esquerda) e sem revestimento (direita).

4.2.4 Ensaios experimentais de pressao

Devido ao aparato experimental utilizado nos ensaios de pressao houve a necessidade de
alterar a geometria do modelo apresentado na Figura 4.20. A este modelo foi incluida uma nova
estrutura na base do reservatdrio. Esta nova estrutura, posteriormente roscada, permitiu a conexao
do reservatdrio ao aparato experimental. A Figura 4.34 mostra a nova geometria e as dimensdes
do reservatdrio utilizado nos ensaios experimentais de pressao, que permite a sua conexao ao

aparato experimental.
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Figura 4.34 - Geometria e dimensdes (em mm) do reservatdrio utilizado nos ensaios experimentais de presséo.

Os novos reservatorio foram fabricados pelo mesmo processo de microfundicao dos
reservatorios anteriores, descrito na Figura 4.25. A Figura 4.35 mostra o0 modelo em PLA do novo

reservatorio e a peca final resultante do processo de microfundicéo.

a) b)

Figura 4.35 - a) Modelo em PLA (arvore); b) peca resultante do processo de microfundicéao.
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Tal como os reservatorios anteriores, também estes foram seccionados transversalmente,

ao longo do seu eixo central, e observados ao microscopio para avaliacdo da microestrutura. Foi

medida a espessura das paredes do reservatorio (Figura 4.36a) e comparada com as do modelo

CAD (Figura 4.36b).

b)

1044 pm |

| 600 pm
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[ 600 um
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[1500 pm

2232 um |

12440 pym

Figura 4.36 - Espessura das paredes do reservatorio: a) do processo de microfundicao; b) do modelo CAD.

O reservatorio final para os ensaios de pressao foi obtido pela remocao do sistema de

enchimento da peca resultante do processo de microfundicéo e pela realizacao de uma rosca (por

maquinagem CNC) na nova base do reservatdrio (Figura 4.37).

Figura 4.37 - Reservatorio final utilizado nos ensaios de pressao (direita) e conector do aparato experimental

(esquerda).

A representacao esquematica e a imagem real do aparato experimental responsavel pela

inducdo de pressao no interior do reservatorio sao apresentados na Figura 4.38.
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a)
MC — PC
CD
SP
cD

R B —J —J

s

Figura 4.38 - Representacao esquematica (a) e imagem real (b) do aparato experimental utilizado nos ensaios de
pressao do reservatorio. O aparato experimental € composto por: PC — computador pessoal; MC — microcontrolador
(Arduino); SP — sensor de pressao; CH - cilindro hidraulico (com uma bomba manual); EF - entrada do fluido;
T - torneira; CD - comparador digital; C — conector; R - reservatdrio.

Nesta configuracado, a pressao foi inserida no interior do reservatério através do uso
exclusivo de um cilindro hidraulico. A alavanca acoplada ao cilindro hidraulico permitiu controlar a
pressao do sistema. Foi incorporado um sensor eletronico de pressdo (SEN0257) para avaliar a
pressao do sistema. O sensor de pressao foi conectado ao Arquino e este ao computador pessoal.
Foi desenvolvido e compilado um programa para o Arduino para ler e registar a pressao do sistema
no computador pessoal. A deformacao do reservatério foi avaliada recorrendo a dois comparadores
digitais, de acordo com um sistema de coordenadas XY (Figura 4.38b). Os comparadores digitais
possuiam uma sensibilidade micrométrica. O seu posicionamento estatico foi garantido pelo uso
de dois suportes magnéticos.

Todo o sistema foi preenchido com um fluido nao compressivel, que foi inserido no sistema
pela pressao resultante do movimento da alavanca do cilindro hidraulico. Para garantir que os

valores de pressao medidos nao sejam afetados pelas bolhas de ar nos tubos, todo o sistema deve
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ser preenchido com o fluido. Para tal, foi incluido um bypassde “sangramento” na saida do cilindro
hidraulico. Apos a colocacdo de todos os elementos do aparato experimental, foi realizado o
“sangramento” para a remocao de todas as bolhas de ar do sistema. Primeiro, a torneira foi aberta
e o efeito de succdo promovido pelo movimento da alavanca do cilindro hidraulico forcou o fluido
a entrar no sistema. Depois, o fluido do sistema foi derramado pela torneira até que o sistema nao
tivesse bolhas de ar. Por fim, a torneira foi fechada e o sistema estava pronto a ser utilizado.
Foram testados trés reservatorios diferentes. Um deles foi o reservatério em bruto
resultante do processo de microfundicao (Figura 4.39a). Os outros foram obtidos por meio da
reducdo da espessura das paredes do reservatério em bruto, através de maquinagem CNC

(Figura 4.39b).

a)

Figura 4.39 - a) Reservatorio em bruto resultante do processo de microfundicéo; b) reservatério de paredes mais
finas resultante da reducédo da espessura das paredes do reservatorio a).

Os ensaios foram iniciados com um primeiro movimento descendente da alavanca do
cilindro hidraulico. A pressao foi monitorizada e as deformacdes registadas. A pressao foi
aumentada até 18 bar em passos de 1 bar. Por fim, a torneira foi aberta para libertar a pressao
do sistema.

Apods os ensaios, 0s reservatorios foram seccionados transversalmente, ao longo do seu
eixo central, a fim de avaliar a sua espessura real. Os reservatorios foram observados ao
microscopio otico e as suas espessuras foram medidas usando o programa de processamento de
imagem /mage/. A média de 15 medidas de espessura foi considerada a espessura global de cada

reservatorio. A espessura global dos reservatérios foi de 367 um, 380 um e 500 um (Figura 4.40).
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a)

Figura 4.40 - Vista seccionada dos reservatorios experimentais com diferentes espessuras globais: a) 367 um;
b) 380 um; ¢) 500 um.

Com os dados adquiridos foram tracadas as curvas de deformacdo do reservatorio em
funcdo da pressao do sistema. As curvas de pressao vs. deformacado xx e pressdo vs. deformacao
yy para o reservatério de aluminio com diferentes espessuras sao mostradas nas Figura 4.41 e

Figura 4.42, respetivamente.

Deformacao (um)

= Ax1 (367 um)
4 —— Ax2 (380 pm)

——  Ax3 (500 pm)

=J I I I I T T I I I I I

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0

Pressao (bar)

Figura 4.41 - Gréfico de pressao vs. deformacao xx do reservatorio de aluminio com diferentes espessuras.
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104
- Ayl (367 um)

——  Ay? (380 um)
-~ Ay3 (500 pm)

Deformacao (um)

Pressao (bar)

Figura 4.42 - Grafico de pressao vs. deformacao yy do reservatorio de aluminio com diferentes espessuras.

Os ensaios experimentais de pressao demonstraram a estanquidade dos reservatérios
testados. Como era expectavel, a pressao no interior do reservatorio gerou uma deformacéao
positiva no eixo dos yy e uma deformacao negativa no eixo dos xx (resultando numa diminuicao
do diametro do reservatorio). A pressdo de interesse (7 bar), a deformacdo do reservatdrio é
bastante reduzida, ndo ultrapassando os 3 um no eixo dos yy e -1 um no eixo dos xx. Apos a
abertura da torneira, para libertar a pressao do sistema, verificou-se uma recuperacdo da
deformacdo do reservatdrio, no entanto ndo foi total. A pressdo de 18 bar revelou-se excessiva,
provocando deformacdes permanentes no reservatorio.

As deformacdes experimentais foram comparadas com as deformacdes tedricas obtidas
nas simulacdes FEM para o reservatorio com a nova geometria experimental. As simulacdes FEM
foram realizadas para os reservatérios com as espessuras determinadas experimentalmente e
com as propriedades da liga de aluminio utilizada no seu fabrico. Os graficos das Figura 4.43,
Figura 4.44 e Figura 4.45 apresentam a deformacao experimental e simulada dos reservatorio de

aluminio com 367 um, 380 um e 500 um de espessura, respetivamente.
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0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Pressao (bar)

Figura 4.43 - Deformacédo experimental e deformacdo simulada do reservatério de aluminio com 367 pm de
espessura.

10 _
—e— Experimental

L ]
_ * 2 _
g = FEM Y = 0.4608*X, R“=0.9777

Y = 0.2964*X, R? = 0.9999

Deformacao (Lm)

1 1 1 1 1
O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Pressao (bar)

Figura 4.44 - Deformacao experimental e deformacao simulada do reservatério de aluminio com 380 um de
espessura.
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—e— Experimental Y =0.2510"X, RZ=0.9999
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Figura 4.45 - Deformacao experimental e deformacao simulada do reservatério de aluminio com 500 um de
espessura.

As linhas de regressao linear presentes nos graficos anteriores apresentam um elevado
coeficiente de determinacdo (R?), revelando um bom ajuste da linha aos dados obtidos.
A Tabela 4.3 sumariza a deformacao simulada e a deformacéo experimental, determinadas pela
equacao das linhas de regressao linear respetivas, do reservatério com diferentes espessuras a

7 bar de pressao interna.

Tabela 4.3 - Deformacéo simulada e deformacdo experimental do reservatério com diferentes espessuras a 7 bar
de pressao interna

Espessura (um) Deformacao simulada Deformacao experimental
367 2.293 3.040
380 2.075 3.226
500 1.757 1.715

Os valores semelhantes da tabela anterior revelam uma concordancia entre os resultados

da deformacédo simulada e experimental para as diversas espessuras do reservatorio estudadas.
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5 Conclusoes e trabalhos futuros

Neste ultimo capitulo serdo apresentadas as conclusées dos trabalhos realizados no

ambito desta tese de doutoramento. Por fim, serdo propostos trabalhos futuros.

5.1 Conclusoes

Na primeira componente da tese, procedeu-se ao desenvolvimento de um modulo de TFD
para integrar na CE. Foram realizados ensaios experimentais /7 vitro em duas linhas celulares do
carcinoma colorretal humano, RKO e HCT-15, para avaliar o efeito fotodinamico da terapia
mediada pelo mTHPC. Nestes ensaios foram utilizadas concentracées de mTHPC de 0.5, 1, 5 e
10 pg/ml e fluéncias de luz de 2.5, 5 e 10 J/cm?, a uma taxa de fluéncia de luz de 11 mW/cme.
Construiu-se uma fonte de luz vermelha e uma estrutura para suporte e posicionamento da fonte
de luz sobre as placas de cultura de células. O espectro de emissao da fonte de luz possuia um
comprimento de onda central de 653 nm, muito proximo do comprimento de onda de maxima
absorcdo do mTHPC na regido do vermelho (652 nm). Isto permitiu uma maior penetracao da luz
e melhor ativacdo do mTHPC nos ensaios realizados. Os resultados mostraram que, em ambas
as linhas celulares, o mTHPC apresentou toxicidade no escuro a maior concentracdo em estudo
(10 pg/ml), contudo as concentracdes mais baixas de mTHPC nao apresentaram toxicidade na
auséncia de luz. As concentracdes de mTHPC estudadas levaram a valores similares de viabilidade
das células RKO. Nas células HCT-15, a concentracao de 0.5 ug/ml conduziu aos valores mais
altos de viabilidade celular. A luz vermelha usada na ativacdo do mTHPC nao introduz qualquer
atividade citotoxica nas células RKO e HCT-15. As fluéncias de luz estudadas levaram a valores
semelhantes de viabilidade celular das células RKO. Nas células HCT-15, um aumento da fluéncia
de luz resulta numa diminuicdo da viabilidade celular para a concentracdo de mTHPC de
0.5 ug/ml. Para as outras concentracdes de mTHPC as diferentes fluéncias de luz levaram a
valores similares de viabilidade celular das células HCT-15. Considerando a taxa de fluéncia de luz
normalmente utilizada nos ensaio TFD mediada pelo mTHPC (100 mW/cm?), a reduzida taxa de
fluéncia de luz (11 mW/cm?) utilizada nestes ensaios revelou boa atividade fotodindmica. Para
11 mW/cmz de taxa de fluéncia de luz, concluiu-se que a concentracao de mTHPC e a fluéncia de
luz que conduziram aos melhores resultados foi 1-5 ug/ml e 2.5 J/cme?, respetivamente. A
concentracdo de mTHPC mais elevada (10 ug/ml) revelou-se excessiva, uma vez que apresentou

elevada toxicidade no escuro. Demonstrou-se que a iluminacao a baixa fluéncia de luz e taxa de
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fluéncia de luz leva a uma boa resposta fotodinamica. Portanto, a TFD usando uma intensidade
de luz minima e um tempo de iluminacédo reduzido permite realizar esta terapia recorrendo a
DIMIMs auténomos (que possuem limitacdes energéticas), como as CEs, que até janeiro de 2019

ndo possuem funcao terapéutica.

Na segunda componente da tese, procedeu-se a projecdo, simulacdo e fabrico por
microfundicéo assistida a vacuo de um pequeno reservatorio de parede finas para integracdo na
CE. Este reservatodrio foi projetado para fornecer o fluxo de argon necessario para a realizacdo da
técnica de PAN durante um curto tempo de tratamento (1-3 segundos). Foram realizadas
simulacées numeéricas para estudar o comportamento estrutural do reservatorio e prever a sua
espessura minima para suportar a pressdo interna de 7 bar. Os resultados das simulacdes
permitiram concluir que o reservatério projetado com 0.2 mm de espessura consegue suportar a
pressdo determinada. A microfundicdo assistida a vacuo demonstrou ser um processo de
manufatura eficiente no fabrico de um pequeno reservatorio de paredes finas. A FDM revelou ser
capaz de fabricar modelos em PLA para a microfundicdo, uma vez que permitiu a producao rapida
e barata de modelos com boa qualidade geral, apesar do acabamento superficial nao ter sido
perfeito. Mostrou-se que esta limitacdo pode ser ultrapassada pela utilizacdo de uma resina de
revestimento. Foi montado um aparato experimental para a introducao de pressao no interior dos
reservatorios fabricados. Foram realizados testes experimentais de pressdo em trés reservatorios
de diferentes espessuras até ao maximo de 18 bar, demonstrando-se a estanquidade dos
reservatorios testados. A pressdo de 18 bar revelou-se excessiva, provocando deformacoes
permanentes no reservatério, contudo a pressao de interesse (7 bar) a deformacao do reservatério
foi minima. Os resultados experimentais mostraram-se em conformidade com os simulados,
permitindo concluir que um reservatério de aluminio com uma espessura de 367 um é capaz de

suportar 7 bar de pressao interna.

5.2 Trabalhos futuros

A fonte de luz utilizada nos ensaios /n7 vitro é constituida por LEDs com um comprimento
de onda central de 653 nm, proximo do comprimento de onda da maxima absorcdo do mTHPC
na regiao do vermelho (652 nm). Contudo estes LEDs possuem dimensdes demasiado grandes
para serem introduzidos numa CE. Para tal foram selecionadas outros LEDs de menores

dimensdes. No entanto, estes novos LEDs possuem um espectro de emissdo com um
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comprimento de onda central diferente dos anteriores. Para avaliar a eficacia da fonte de luz
vermelha da CE na ativacdo do mTHPC era interessante realizar ensaios /n vitro de TFD utilizando
0s novos LEDs.

Também como trabalho futuro, o desenvolvimento de um sistema de controlo da abertura
do reservatdrio de argon, através da utilizacdo de uma pequena electrovalvula ou de um material
que fosse degradavel com a exposicao a luz. A Figura 5.1 ilustra um possivel sistema de controlo
da abertura do reservatorio de argon pela ativacdo com luz (favoravel as CEs) que conduz a

degradacao de um material fotodegradavel pela exposicdo a luz vinda de LEDs.

LED
/

Reservatorio de argon

luz—

Suporte de fixacao

Material fotodegradavel

Figura 5.1 - llustracdo de um sistema de controlo da abertura do reservatorio de argon utilizando um material
degradavel pela exposicao a luz.
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Anexos

Ensaios in ovo

A composicao do tecido e a acessibilidade da membrana corioalantéica do embrido de
galinha (CAM) para manipulacao experimental, torna-a um atraente modelo pré-clinico /n vivo para
triagem de drogas e/ou para estudos de crescimento vascular. Este modelo permite o crescimento
de células tumorais, aplicadas como uma suspensdo na superficie da membrana, que se tornam
tumores que desenvolvem o seu proprio suprimento de sangue através do processo de
angiogénese (semelhante aos tumores reais em ratos). Quando comparado com os estudos em
ratos de laboratdrio, os estudos na CAM sdo mais rapidos, mais baratos e nao tem controlos
regulatorios (sem problemas éticos).

Forma realizados alguns testes na CAM para avaliar a TFD mediada pelo mTHPC.
Resumidamente, os ovos de galinha fertilizados foram limpos com agua estéril e transferidos para
uma incubadora a 37 °C e 60 % de humidade durante trés dias. No dia de desenvolvimento
embrionario (DDE) 3, foi perfurado em cada extremidade do ovo um orificio de 2 mm de diametro,
permitindo o descolamento do embrido da casca do ovo. Abriu-se uma janela de 10 mm de
diametro na casca dos ovos, selou-se com fita cirlrgica para evitar a desidratacdo e
contaminacdes, e incubaram-se novamente os ovos numa posicdo estatica. Os embrides nao
fertilizados, anormais ou mortos foram descartados. No DDE 9 foi depositada na superficie da
CAM 40 pl de meio de cultura com 1x10¢ células da linha HT29 (adenocarcinoma colorretal
humano). No DDE 13 (Figura A.1a), o mTHPC foi administrado topicamente aos tumores
desenvolvidos na CAM. Os ovos foram incubados novamente no escuro a 36 °C durante um dia.
No DDE 14 (Figura A.1b), os ovos forma irradiados com luz vermelha a 653 nm durante 3 minutos
e 47 segundos (2.5 J/cmz de fluéncia de luz e 11 mW/cmz de taxa de fluéncia de luz). Nos DDE
13, 14 e 17 foram tiradas fotografias para avaliacao da area tumoral. Foi calculada a média das

areas tumorais (AT). A area tumoral relativa (ATr) foi calculada em relacdo ao DDE 13:

ATr(t)= AT(Y) (A.1)

- AT (tDDE 13 )
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a)

Figura A.1 - a) Tumor sobre a CAM no DDE 13; b) irradiacdo dos ovos com luz vermelha (DDE 14); c) tumor sobre
a CAM no DDE 15; d) ex ovo da CAM (DDE 17).

A Figura A.2 e Figura A.3 mostram a area tumoral relativa no DDE 13 e 17 sem irradiacédo

dos ovos e com uma fluéncia de luz de 2.5 J/cm?, respetivamente.

4507 o o pg/ml
4004 = 1pg/ml
)
< 3504 * 2ne/ml
S
©
T 3004
©
O -
5 250
3
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L
<L
150
100 .
12 13 14 15 16 17 18

DDE

Figura A.2 — Area tumoral relativa no DDE 13 e 17 sem irradiago (0 J/cm).
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Figura A.3 — Area tumoral relativa no DDE 13 e 17 para uma fluéncia de luz de 2.5 J/cme.

Os resultados mostraram que na auséncia de luz, ou seja sem ativacdo do mTHPC,
ocorreu um aumento da area tumoral relativa. Esse aumento foi menor na presenca de mTHPC.
Por outro lado, com uma fluéncia de luz de 2.5 J/cmz, verificou-se uma diminuicdo da area tumoral
na presenca de mTHPC e um aumento de area tumoral na sua auséncia. A concentracdo de

mTHPC de 5 ug/ml conduziu a uma maior reducao da area tumoral.
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