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Principios do uso de tempo de vida de fluorescéncia na
caracterizacao e diagnostico de lesoes
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As técnicas Opticas de diagnéstico baseadas na fluorescéncia sdo as mais
empregadas, principalmente devido a maior simplicidade da
instrumentac¢io, ao menor custo e a portabilidade, quando comparados a
outras técnicas. Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de métodos de
diagnéstico por fluorescéncia vem sendo explorados para o diagndstico do
cancer. Este capitulo descreve de forma sucinta os fundamentos fisicos da
técnica de tempo de vida de fluorescéncia, sua deteccdo, a importancia da

taxa redox, suas metodologias e aplicagoes.
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Técnicas opticas para diagnéstico e processamento de dados

1 Introducao

A etapa do diagnéstico clinico é essencial no exercicio das diversas
especialidades médicas e de grande relevancia para o planejamento do
tratamento e seguimento do paciente. Especialmente na &area da
Oncologia, o diagndstico precoce tem direta correlacdo com maior taxa de
sobrevida e menor morbidade associada ao tratamento do paciente. O
diagnostico do cancer em tecidos moles é inicialmente realizado através da
anamnese, com o questionamento sobre o histérico clinico do paciente e da
evolugdo da lesdo, seguido pelo exame clinico e, quando da suspeita de
malignidade, pela bidpsia e andalise histopatoldgica, esta considerada o
método padrao-ouro. O exame clinico inclui a visualiza¢do sob luz branca
(iluminacdo padrdo) para a identificacdo de alteragbes na coloragio,
textura e volume, e a palpacédo para verificacdo da consisténcia e fixacio
da lesdo.

As maiores limitagdes do diagnostico clinico advém da similaridade
das caracteristicas das lesbes de cancer em estdagios iniciais, com
alteragoes benignas e/ou lesdes de componente inflamatdério, condi¢ées bem
mais incidentes, e da subjetividade associada a identificacdo dos aspectos
de malignidade dependente da experiéncia e formacédo do profissional de
saude. Adicionalmente, a escolha do sitio da bidpsia incisional também é
uma etapa critica do diagnéstico clinico, uma vez que a lesdo de
carcinoma, principal tipo de cancer dos tecidos moles, pode apresentar
diferentes padrées histolégicos, inclusive de alteracbes apenas
hiperplasicas ou de displasias entremeando o cancer, havendo assim a
chance de um diagndstico falso caso essas regides forem coletadas para a
analise histolégica.

As técnicas Opticas sdo apontadas como ferramentas auxiliares
atrativas para o diagndstico por serem métodos objetivos néo-invasivos e
ndo-destrutivos com especificidade para alteracées bioquimicas e/ou
estruturais associadas ao cancer, e para obtencio de resposta rapida [1-3].

As técnicas Opticas baseadas na fluorescéncia sdo as mais empregadas,
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principalmente devido a maior simplicidade da instrumentacéo, ao menor
custo e a portabilidade, quando comparados a métodos baseados na
coeréncia Optica ou espalhamento Raman, por exemplo. Nas tultimas
décadas, o desenvolvimento e a validacdo de métodos de diagndstico por
fluorescéncia vem sendo explorados para o diagnéstico do cancer. [4—14]
Nas proximas sec¢bes descreveremos os fundamentos fisicos da técnica

de tempo de vida de fluorescéncia e, na sequéncia, suas aplicacées.

2  Principios do fenomeno de fluorescéncia

Para descrever adequadamente as caracteristicas Unicas da técnica
de tempo de vida de fluorescéncia, é preciso observar alguns detalhes
fisicos da geracao desse processo.

Quando a luz interage com a matéria, os fétons podem ser espalhados
ou absorvidos. No processo de espalhamento, a luz emitida tem
comprimento de onda igual (reflexdo) ou bastante préximo (Raman) da
radiacdo incidente. Ja no processo de absorc¢ido de luz, a molécula sofre um
aumento de energia que a leva a um estado quantico excitado e, quando
1sso ocorre, a molécula pode retornar ao estado de menor energia através
de processos radiativos ou nfo radiativos. No ultimo, a energia é dissipada
por relaxagdo vibracional ou transferéncia energia a outras moléculas
presentes no ambiente. Ja nos processos radiativos, ha a emissao de fétons
de energias menores e comprimentos de onda maiores do que a luz
incidente, a estes processos radiativos é dado o nome de luminescéncia. As
moléculas apenas absorvedoras de luz, d4-se o nome de croméforos, mas se
essa molécula converte a energia da luz absorvida em luminescéncia, ela é
denominada um fluoréforo.

Os processos de luminescéncia podem ainda ser divididos em dois
tipos, dos quais dependem do tempo médio entre a absorcéo e a emissio de
fotons: fluorescéncia, que ocorre sem a alteracdo do estado de spin dos
elétrons de valéncia (ocorrendo entre singleto-singleto ou tripleto-tripleto),

e que implica em processos de emissdo rapidos (“quase instantaneos”, com
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duracdo da ordem de nanossegundos) e fosforescéncia, que ocorre de forma
a mudar a configuracio de spin dos elétrons de valéncia (ocorrendo entre
singleto-tripleto ou tripleto-singleto) e implicando em processos mais
lentos (podendo demorar de milissegundos a minutos) [15, 16]. O
diagrama de Jablonski simplificado (Figura 1) ilustra, em funcido dos
niveis quanticos, o processo de absorcio e conversao de energia sofrido por

uma molécula.
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Figura 1. Diagrama de Jablonski simplificado, no qual a disténcia entre os estados
representa a diferenca de energia entre os mesmos. Primeiramente, a molécula
absorve um féton e é levada de um estado fundamental singleto (S0) a um dos
estados excitados da forma singleto. H4 conversdo interna até atingir o menor
nivel de energia do estado excitado singleto. Na fluorescéncia, ocorre a emissio de
um féton a partir desse estado de energia. Ja na fosforescéncia, ainda ocorre
cruzamento intersistema, levando a molécula a um estado excitado de
multiplicidade de spin diferente (no caso, tripleto) o que, por fim, leva a emisséo de
um féton a partir desse ultimo estado de energia apds um tempo mais prolongado
que na fluorescéncia.

O processo de absorcio de energia tipico ocorre em intervalos de
tempo da ordem de 10-15 segundos (femtossegundos). Uma vez em estados
excitados mais energéticos que o primeiro estado excitado singleto,
ocorrem conversdes internas que dissipam energia através de vibragoes
moleculares, colisées ou transferéncia de energia com outras moléculas.

Este processo demora um intervalo de tempo da ordem de 10-12 segundos
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(picossegundos).

A conversdo de energia do primeiro estado excitado para o estado
fundamental através de fluorescéncia pode ocorrer através da
fluorescéncia ou fosforescéncia. O tempo de vida de fluorescéncia, isto é, o
intervalo de tempo que a molécula permanece no estado excitado antes de
emitir um féton a partir do primeiro estado excitado singleto (ou tripleto) é
da ordem de 10 segundo (nanossegundos), mas é altamente dependente
do microambiente da molécula, podendo ser alterado por interagoes
intermoleculares ou com as caracteristicas do meio no qual a molécula esta
presente, como pH e temperatura. Ja a fosforescéncia tem tempo de vida
da ordem de 103 segundos (milissegundos), devido as conversoes
intersistemas e mudancas de spin que ocorrem antes da emissao do féton.

A fluorescéncia pode ser detectada em termos da sua intensidade, das
diferencas de comprimento de onda, da anisotropia (relacionada com a
heterogeneidade de caracteristicas do meio), do tempo e da sua modulagéo
de fase (Figura 2). Através destas informacgbes é possivel determinar

diferencas entre moléculas.
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Figura 2. Técnicas de detec¢do de fluorescéncia. Da esquerda para a direita:
deteccao utilizando intensidade, razdo entre picos, anisotropia, tempo de vida de
fluorescéncia, e modulacido de fase. Os “analitos” representam as moléculas
investigadas. Fonte: Adaptado de Lakowicz [15].
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A intensidade de fluorescéncia e a forma de seu espectro é resultado
de um conjunto de diversos fatores, tais como: eficiéncia quéantica da
reacao de fluorescéncia (%), concentracao do fluordforo (C), energia do féton
incidente (h - v, onde h é a constante de Planck e v é a frequéncia da onda
eletromagnética), eficiéncia de coleta da fluorescéncia pelo sistema (E),
coeficiente de extin¢do molar do fluordforo (€) e intensidade da radiagéo de
excitacdo (@), além das condi¢gbes do solvente ou material em que o
fluoréforo esta presente, como pH e temperatura. Desse modo, a
intensidade de fluorescéncia nio dependente do tempo (F;_;) é relacionada

com os parametros através da equacdo 1:

_ ®E€EC

Fe_; P

(1)
Da mesma forma, pode-se mensurar a intensidade de fluorescéncia
dependente do tempo baseada no nimero de moléculas excitadas (n(t)) em

funcido do tempo (t). Essa relacdo é dada pela equacao 2:

dn(t) _
dat

(' + kpy) - n(2) (2)

sendo I' a taxa de emissao e k,, é a taxa decaimento néo radiativo.
Como a emissdo do féton é aleatdria, a solugdo da equacdo 2 é um
decaimento exponencial para a populacio de moléculas excitadas:
nt)=4- et/ (T +kny)

Portanto, as duas formas de realizar a medida de fluorescéncia
(estacionaria ou resolvida no tempo) podem ser usadas como ferramenta
de andlise de amostras e tecidos biolégicos. Nos préximos tépicos serdo
abordadas técnicas e moléculas alvo para o uso da fluorescéncia como

ferramenta de diagnéstico.
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3  Fluorescéncia endégena (fluoréforos e croméforos)

Nos tecidos bioldgicos como a pele, a absorcio de luz ocorre através de
moléculas como melanina, proteinas estruturais, lipidios, hemoglobinas e
dgua. As duas primeiras possuem capacidade de absorcio de luz
principalmente nos comprimentos de onda da radiacdo ultravioleta e do
espectro visivel; a 4gua possui capacidade de absor¢io da luz
principalmente em comprimentos de onda do espectro infravermelho; e as
hemoglobinas apresentam absorcdo da luz de um amplo espectro de
comprimentos de onda [17, 18]

Algumas moléculas presentes no tecido biolégico possuem, ainda, a
capacidade de emitir luz através do processo de fluorescéncia. Os
principais fluoréforos sdo o triptofano, o dinucleétido de nicotinamida e
adenina (NADH), o dinucleédtido de flavina e adenina (FAD), a elastina, o
coldgeno, as porfirinas e a melanina [17].

A Figura 3 mostra o espectro de absorcdo de algumas moléculas

presentes em tecidos bioldgicos.
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Figura 3. Espectro de absorcio de importantes cromoéforos presentes em tecidos
biolégicos. Adaptado de Yang Pu, Robert R. Alfano, 2015 [19].

O triptofano é um aminodcido fluorescente que esta presente em
todas as formas de vida por se tratar de um bloco de construcio essencial

para formacdo de proteinas e, portanto, é o maior responsavel pela
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fluorescéncia advinda de proteinas. O NADH e o FAD sdo coenzimas que
protagonizam papéis de carreadores de elétrons e estdo diretamente
envolvidos na cadeia respiratéria celular podendo, desse modo, ser
utilizados para monitoramento de taxas metabdlicas de um tecido. As
porfirinas presentes nas estruturas da hemoglobina sido responsaveis pelo
transporte de gases nos processos respiratérios, sendo assim, podendo ser
alvo de estudo para monitoramento da oxigenagdo em tecidos; por fim, o
coldgeno e a elastina sdo proteinas estruturais responsaveis pela
elasticidade e estruturacio dos tecidos biolégicos.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia de alguns fluorédforos sio
mostrados na Figura 4. Os outros pigmentos fluorescentes presentes sao a
melanina e a lipofuscina. A melanina é produzida pelos melandécitos sendo
responsavel pela coloracio da pele e tem uma funcdo importante de

fotoprotecao [17, 20].
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Figura 4. Espectro de emissdo de fluorescéncia de importantes moléculas presentes

em tecidos biolégicos. Adaptado de Yang Pu, Robert R. Alfano, 2015 [19].

Para o estudo de sistemas vivos, a autofluorescéncia, ou seja, a
fluorescéncia nativa destas moléculas supracitadas é a melhor forma de
adquirir informagdes de uma amostra, pois através dela é possivel realizar
medidas de forma nio invasiva, em tempo real e sem a interferéncia da

adi¢do de marcadores externos. Em tecidos biolégicos, a contribuicdo de
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todos os fluoréforos, assim como as quantidades relativas de cada um e a

presenca de absorvedores, resultara na fluorescéncia nativa detectada.

4 Técnicas de deteccao de fluorescéncia

As técnicas de espectroscopia de fluorescéncia podem se basear em
medidas de fluorescéncia estacionaria ou fluorescéncia resolvida no tempo.
As primeiras sdo mais comuns e demandam equipamentos mais simples, e
sdo feitas expondo a amostra a um comprimento de onda especifico
(excitagdo) e coletando a intensidade de luz emitida (emissdo). As medidas
resolvidas no tempo, por sua vez, requerem uma instrumentacdo mais
complexa, que permite verificar o decaimento da intensidade de
fluorescéncia em um curto intervalo de tempo apds a excitacdo da amostra
e, com 1sso, determinar o tempo de vida de fluorescéncia [15, 21-23].

As informacdes obtidas por meio da espectroscopia de fluorescéncia
resolvida no tempo sdo complementares as que sido medidas com
fluorescéncia estaciondria e, ao contrario dessa ultima técnica, o tempo de
vida de fluorescéncia nio depende da concentracdo de fluoréforos por
detectar uma informacdo que é caracteristica das moléculas fluorescentes.
Além disso, é menos suscetivel a variagbes causadas pelo espalhamento,
nao uniformidade da iluminacio e comprimento de onda de excitacio [24].

Os dois tipos de espectroscopia de fluorescéncia apresentados
(estacionaria e resolvida no tempo) podem ser mensurados de forma
pontual ou por imagem. No caso das imagens, estas podem ser
microscépicas ou de campo amplo.

Imagens de campo amplo de fluorescéncia apresentam intensidades
de emissido dentro de uma faixa espectral e, por isso, ndo possuem
informacdes espectrais detalhadas (como intensidade em fungédo do
comprimento de onda). Mesmo sendo menos quantitativa e de menor
correlacdo bioquimica que a espectroscopia, essa técnica tem um maior
potencial de translacdo clinica pela maior familiaridade da informagio

diagnéstica para o clinico, além de ter uma instrumentagdo de menor
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custo e maior portabilidade [25, 26].

Uma aplicacgdo clinica das imagens de campo amplo de fluorescéncia é
voltada para analise de queilite actinica, que é uma lesdo potencialmente
malignizavel de l4bio, causada por acido cumulativa e prolongada da
radiacdo ultravioleta solar. Usualmente, a queilite actinica acomete toda
extensio do labio, principalmente o inferior, com heterogeneidade de
aspectos clinicos e histopatolégicos, podendo variar de normal a quadros
de displasia leve, moderada e severa, inclusive na mesma lesio.

O manejo da queilite actinica depende do grau de displasia presente.
Para a displasia leve, apenas o acompanhamento clinico e histolégico da
lesdo é indicado. Ja nos casos de displasia moderada ou severa, o
tratamento deve ser realizado para evitar a progressido da lesdo para
carcinoma. Desta forma, a selecdo do sitio de biépsia de um ldbio com
queilite actinica tem grande influéncia na prevencio do cancer de labio e
preservacéo do paciente.

Para casos de queilite actinica, as imagens de fluorescéncia de campo
amplo apresentam claramente um aumento do contraste na visualizagédo
das heterogeneidades do labio com queilite actinica quando comparado as
imagens feitas sob i1luminacéo branca. Essa diferenca pode ser observada
nas Figuras 5a e 5b. Para otimizar a analise, esse padrdo pode ser
verificado com a classificacdo dos pixels em funcdo da intensidade de
fluorescéncia detectada, podendo ser gerado um algoritmo de
discriminacdo entre tecido normal e lesao [7].

Outro exemplo da aplicagio de imagem de fluorescéncia é na
discrimina¢do do melanoma cutaneo. Apesar de ndo apresentar alta
incidéncia, o melanoma é o tipo de cancer de pele que requer maior
atencdo devido a pobre resposta aos tratamentos convencionais,
especialmente quando diagnosticado em estagios avangados, resultando
em baixa taxa de sobrevida. Em estagios iniciais, o melanoma pode ser
clinicamente semelhante a uma alterag@o benigna bastante incidente: a

queratose seborreica pigmentada, o que potencializa o atraso do
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diagnostico correto, em especial, em regides do pais em que o acesso a
médicos especialistas é limitado.

Nesse contexto, a técnica de fluorescéncia aplicada a imagens de
campo amplo é uma ferramenta que auxilia na classificagio das lesdes.
Nas imagens de fluorescéncia, é evidente a discriminacdo do melanoma
cutdneo pela auséncia de estruturas altamente fluorescentes no interior
da lesdo, como é possivel ver por comparacdo das Figuras 5c e 5d. Essas
estruturas podem ser associadas ao pseudocisto cérneo, sendo a grande
quantidade de queratina responsavel pela alta emissido da fluorescéncia
na regido espectral entre 450-550 nm quando excitada entre 400-450 nm
[27].

A visualizacdo é em tempo real e pode ser utilizada para observacio
rapida de grandes areas do corpo humano. Nesse caso, a triagem dos
pacientes pode ser facilmente executada por profissionais da enfermagem
ou agentes de saude e, em casos de identificacdo do melanoma, o paciente
pode ser mais rapidamente encaminhado para o atendimento

especializado.

Figura 5. Imagens de fluorescéncia de campo amplo de a) labio de paciente com
queilite actinica, b) ldbio saudavel de outro paciente, ¢) queratose seborreica e d)
melanoma.
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5 Tempo de vida de fluorescéncia e a taxa redox d6ptica

O tempo de vida de fluorescéncia (z) é o tempo médio que os elétrons
excitados das moléculas fluorescentes demoram para decair para o estado
fundamental de energia, emitindo luz. Esse tempo médio representa o
tempo em que a maioria dos elétrons sofreu esse decaimento, sendo,
portanto um parametro estatistico. Também é definido no formalismo
matematico como o inverso da soma das constantes de todos os caminhos
possiveis para esse decaimento, que envolvem transi¢ées radiativas (k) e
néo radiativas (k,,), de acordo com a equacéo 3. Isso quer dizer que cada
transi¢do que ocorra entre dois estados que gera ou néo fluorescéncia afeta
o tempo médio de decaimento. Como essas diferentes transi¢gbes sdo
afetadas por suas interacbes com outras moléculas circundantes, esse
parametro é dependente ndo s6 da molécula-alvo, mas também da sua
conformacido e microambiente, jA4 que a presenca de outras moléculas
préoximas pode interferir nas taxas de decaimento, por possibilitar mais

caminhos para que ela volte ao estado de menor energia [15].

1

t= X(krtkny)

3)

No caso de se ter somente um tipo de molécula em uma amostra
homogénea, o decaimento da intensidade de fluorescéncia ao longo do
tempo pode ser descrito por uma equag¢ido mono-exponencial (ou seja, um
decaimento exponencial simples) tendo, portanto, somente um parametro
de tempo de vida que representa a amostra. No entanto, variacées de
conformacéo e microambiente alteram esse decaimento, adicionando mais
parametros ao ajuste tedrico da curva de decaimento, como mostrado na

equacao 4.

I(t) = Zi aie_t/rl' (4)
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Esta equagio simplesmente soma os efeitos e pesos desses fatores, tal
que qa; sdo as amplitudes de cada fator exponencial (os “pesos”) e 7; sdo os
tempos de vida de cada fluoréforo (ou de um mesmo, em diferentes
condigoes).

Para o caso de haver mais de uma componente exponencial, pode-se
calcular um tempo de vida médio (t,,) para a amostra, de acordo com a
Equagéo 5. O uso dessa média é conveniente principalmente em casos em
que ha pequenas diferencas de 7 para condigoes semelhantes, e em
determinadas condigdes, o tempo de vida obtido é de fato a média de

efeitos dificilmente distinguiveis.

Tm = % QT )

Para deteccdo de mudancas metabdlicas, os principais fluordforos
investigados em tecidos sdo o NADH e o FAD. Cada um deles possui
tempos de vida de fluorescéncia caracteristicos em suas formas livres ou
ligadas. Além disso, esses tempos de vida variam de acordo com as
alteracbes metabdlicas do tecido e, por isso, podem contribuir para
investigac¢bes clinicas ndo invasivas, como no caso de lesées de pele e
mucosas acessiveis pelas sondas de investigagio.

Quando medidos separadamente, o NADH e o FAD possuem um
decaimento temporal de fluorescéncia que é bem descrito por uma equacéo
bi-exponencial, ou seja, a funcio que melhor descreve a curva de
decaimento da intensidade de fluorescéncia possui duas componentes e,
portanto, dois tempos de vida. Para o NADH o menor tempo de vida esta
relacionado ao estado livre da molécula, enquanto o maior esta associado
ao estado ligado. Ja para o FAD, o menor tempo de vida se refere ao estado
ligado e o maior ao estado livre. Sendo assim, os coeficientes e tempos de
vida associados ao decaimento de fluorescéncia dessas duas moléculas sdo
parametros bastante importantes para monitorar o metabolismo celular,

uma vez que assim se pode medir a porcentagem de NADH ligado,
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associado a fosforilacdo, e NADH livre, envolvido na glicélise. Usualmente
o aumento na quantidade de NADH é observado em tecidos neoplasicos
[28, 29].

Apesar de as técnicas de fluorescéncia resolvidas no tempo serem de
grande importancia para acessar as taxas metabdlicas, as medidas de
fluorescéncia estaciondria sido mais amplamente usadas para isso. Um
método 6ptico muito utilizado para avaliacdo metabdlica é a avaliagdo da
taxa de oxirredugio ou taxa redox Optica. Essa taxa é definida como a
razdo entre a intensidade de fluorescéncia do NADH e do FAD. Esse
parametro fornece uma variacdo relativa das intensidades de NADH e
FAD, e é sensivel a mudancas nas taxas metabdlicas e suprimento de
oxigénio vascular [29-33]. O aumento na atividade celular observado em

células esta usualmente relacionado a um aumento da taxa redox.

6 Técnicas de tempo de vida de fluorescéncia

O acesso a informagées de microambiente celular permite o
entendimento de dindmicas biolégicas e processos bioquimicos em células
e tecidos. Com 1sso, é possivel investigar quais processos estdo envolvidos
em determinadas alteracgdes bioldgicas, além de avaliar a eficiéncia de
tratamentos aplicados. Além disso, sendo a emissdo de fluorescéncia
caracteristica da configuracio eletronica e spinirénica das moléculas e de
suas conformacgbes, a combinacdo de suas caracteristicas servem como
uma espécie de “impressio digital”, que permite identificar e monitorar
alteragdes dessas biomoléculas e dos tecidos constituidos por elas. Como as
técnicas de fluorescéncia resolvida no tempo podem ser empregadas de
forma néo destrutiva e nfo invasiva, elas tém um grande potencial para
serem usadas em aplicacGes biolbgicas e médicas.

Além da capacidade da técnica empregada, outro fator relevante que
facilita seu uso em ambientes clinicos é a portabilidade do equipamento.
Pensando nisso, o Grupo de ()ptica do IFSC/USP desenvolveu um sistema

portatil de fluorescéncia que faz medidas espectrais e de tempo de vida,

266



Técnicas opticas para diagnéstico e processamento de dados

interrogando as amostras de forma pontual com auxilio de uma ponteira,
como mostrado nas Figuras 6a e 6¢. O sistema fol montado com dois lasers
de excitac¢do, com emissdes um em 378 nm e o outro em 445 nm, visando a
absor¢do por relevantes fluor6foros endbgenos presentes nos tecidos
biolégicos, principalmente mucosas e pele.

Esse equipamento foi utilizado para investigar melanoma em modelo
animal, analisando preferencialmente o sinal do NADH e FAD, e
apresentou um grande potencial de distin¢do entre melanoma e tecido
saudavel. Foram observados valores maiores de tempo de vida de
fluorescéncia em melanoma, comparado com o tecido normal,
caracterizando a diferenca na composicio e no microambiente das
biomoléculas destes tecidos [22].

Essa mesma avaliacdo Optica também foi realizada em lesdes de
queilite actinica, e demonstrou capacidade de discriminacdo entre
displasia leve, moderada/severa e tecido normal em funcéo do tempo de
vida de fluorescéncia das amostras.

Em outro ensaio clinico, foram investigados, com esse mesmo
equipamento, diferentes tipos de neoplasias cutidneas (carcinoma
basocelular, carcinoma espinocelular e melanoma), lesGes potencialmente
malignizavel (queratose actinica) e altera¢des benignas com caracteristicas
clinicas similares (queratose seborreica pigmentada, nevus hipocréomico,
dentre outras). Foi possivel observar que as amplitudes dos fatores das
exponenciais resultaram em uma maior separacdo dos tipos teciduais
quando comparados com os préprios valores de tempo de vida de
fluorescéncia.

Também foi desenvolvido um equipamento de imagem multiespectral
de tempo de vida de fluorescéncia (FLIm, do inglés multiespectral
Fluorescence Lifetime Imaging [34]) para uso clinico. O sistema conta com
um campo de visdo de 8,65 x 8,60 mm: e leva aproximadamente 2
segundos para fazer uma imagem, o que permite que seja inserido em

rotinas clinicas e possibilita analise de areas inteiras de lesGes. A escolha
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do laser de excitacdo em 335 nm e das regides espectrais de detec¢io foram
baseadas na literatura cientifica disponivel na area de diagndstico de
cancer para investigar algumas biomoléculas-alvo, especialmente NADH,
FAD, colageno, elastina e melanina. Imagens deste equipamento sio
apresentadas nas Figuras 6b e 6d [35].

A partir das medidas obtidas com esse equipamento FLIm, é possivel
analisar imagens que contém informacées de fluorescéncia em cada ponto,
como: intensidade absoluta, intensidade normalizada, tempo de vida
médio, tempo de vida longo e o peso da componente do tempo de vida.

Esses biomarcadores dpticos foram usados para diferenciar diferentes
tipos de lesbes de pele, sendo algumas alteracées teciduais que
apresentam pares clinicamente semelhantes: nevo intradérmico e
carcinoma basocelular; queratose seborreica pigmentada e melanoma;
carcinoma espinocelular. Os resultados deste ensaio clinico mostraram
efetividade das imagens resultantes desse equipamento associadas a

métodos de classificacdo wutilizando aprendizado de mAquina no

diagnostico do cancer de pele [34].

Figura 6 - Fotos de equipamentos portateis de uso clinico para medidas de tempo
de vida de fluorescéncia (a) pontual e (b) por imagem, com suas respectivas
ponteiras, apresentadas em (c) e (d).
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7 Perspectivas

O uso das caracteristicas de emissdo de fluorescéncia tecidual para o
diagndstico e o monitoramento de alterac¢ées teciduais é um campo
crescente a ser explorado. O desenvolvimento de ferramentas de detecgao
portateis e o aprofundamento na compreensdo de como diferentes
condigbes clinicas e bioquimicas podem modificar os tempos de vida de
fluorescéncia das biomoléculas presentes no tecido deverido permitir
contribui¢ées cada vez mais relevantes para o diagndstico
clinico, possibilitando a criacdo de instrumentos e bancos de dados que
tornem possivel distinguir lesées e monitorar alteragdes de tecidos, com
consequéncias importantes para o auxilio no diagndstico oncolédgico e de

lesbes pré-malignas.
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